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Urease. I. 
Von 
Hlans vy. Euler und Edvard Brunius. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 7. Januar 1927.) 


I. Theoretischer Teil, 


Das Enzym Urease, dessen Wirkung auf das wohldefinierte Substrat 

Harnstoff nach der Bruttoformel 

H,N .CO.NH, + H,O = CO, + 2 NH, 
besonders einfach zu sein scheint, ist sowohl hinsichtlich seiner biologi- 
schen Rolle als hinsichtlich seiner chemischen Leistung und seiner 
Kinetik noch ungeniigend aufgeklart. 

Der obigen Formel nach schien sich die Urease zunichst den pro- 
teolytischen Enzymen anzuschlieBen, indem an Stelle der zu spaltenden 
Gruppe .CO.NH. hier die reine Saureamidgruppe, .CO . NH,, tritt. 
In diesem Falle wiirde sich die enzymatische Harnstoifspaltung immer- 
hin aus zwei Vorgingen zusammensetzen, nimlich aus der Hydrolyse 
des Diamids H,N .CO . NH, in carbaminsaures Ammonium und einer 
nachfolgenden Spaltung des letzteren Salzes in Ammoniumcarbonat 
bzw. in CO, und 2 NH,. Es blieb zu entscheiden, wie die beiden Teil- 
vorgiange die Gesamtreaktion beeinflussen bzw. ob iiberhaupt die 
Spaltung des carbaminsauren Ammoniums eine enzymatische Reaktion 
ist, oder ob sie — was bei der Labilitét') der carbaminsauren Salze 
nicht unwahrscheinlich ist — ohne Mitwirkiyg eines Enzyms verlauft. 

Schon die Untersuchung von Yamasaki?) stiitzte die Annahme, 
daB bei der Spaltung des Harnstoffs Carbamat als Zwischenprodukt 
auftritt; nach seinen Versuchen erreicht die Carbamatkonzentration 


1) Sieche hierzu Faurholt, Zeitschr. f. anorg. Chem. 120, 85, 1921. 
2) Yamasaki, Sc. Reports Tohoku Univ. 9, 97, 1920. 
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im Verlauf der Harnstoffspaltung ein Maximum und nimmt dann 
wieder ab. DemgemaB ist zu schlieBen, daB die Teilreaktion 


Harnstoff — Ammoniumcarbamat 


diejenige ist, welche von der Urease beschleunigt wird, und diese: 
SchluB wird durch die eingehenden Untersuchungen von Mack und 
Villars’) bestatigt. 

Es macht sich aber hinsichtlich der Kinetik der enzymatischen 
Harnstoffspaltung noch eine zweite Komplikation geltend, welche mit 
dem Auftreten isomerer Harnstoff-Formen zusammenhingt. 

Bekanntlich haben Armstrong und Horton*) sowie E. A. Werner® 
asymmetrische Formeln fiir den Harnstoff vorgeschlagen, naimlich 


OH O 
HN:C bzw. HN:€ 
NH, NH, 


Dadurch tritt die Analogie des Harnstoffs zu den Peptiden, iiber 
haupt zu den Derivaten der Carbamidgruppe, .CO.NH_., zuriick 

Nachdem Fawsitt*) nachgewiesen hatte, daB die katalytische 
Hydrolyse des Harnstoffs durch Sauren und Basen iiber das Zwischen 
produkt Ammoniumcyanat verliuft, geht aus den neueren Versuchen 
von Fearon®) sowie von Mack und Villars hervor, daB auch bei de: 
enzymatischen Harnstoffspaltung Cyansiure auftritt. 

Die Kinetik der Ureasewirkung kann natiirlich nicht als endgiiltig 
aufgeklairt angesehen werden, bevor nicht die Gesamtreaktion als Funk 
tion der Teilvorgiinge berechnet werden kann. 

Immerhin sind wir durch die friiheren kinetischen Untersuchunge1 
von denen insbesondere diejenigen von D. D. van Slyke®) erwahnt 
seien, tiber den zeitlichen Verlauf der Enzymreaktion und iiber die 
Konzentrationsfunktionen so weit unterrichtet, daB wir fiir die Be 
stimmung der Wirksamkeit von Ureasepraiparaten sichere Grundlagen 
besitzen. Wir wissen, daB innerhalb gewisser Grenzen aus Harnstoff 
Ammoniak nach der Formel fiir monomolekulare Reaktionen ge 
bildet wird. 


1) Mack und Villars, Journ. Amer. Chem. Soc. 45, 505, 1923. 

2) Armstrong und Horton, Proc. Roy. Soc. 85, 109, 1912. 

8) BE. A. Werner, Journ. Chem. Soc. 108, 1010 und 2275, 1913, sieh: 
ferner die Monographie dieses Autors: Chemistry of urea. London 1923. 

*) Fawsitt, Zeitschr. f. physik. Chem. 41, 601, 1902; Burrows und 
Fawsitt, Journ. Chem. Soc. 105, 609, 1914. 

5) Fearon, Biochem. Journ. 17, 84, 1923. 

6) D. D. van Slyke, Journ. Biol. Chem. 19, 414, 1914. D. D. van Slyke 
und Cullen, ebendaselbst 24, 117, 1916; D. D. van Slyke und Zacharias, 
ebendaselbst 19, 181, 1914. 
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Ferner wissen wir aus den Arbeiten von van Slyke, Barendrecht'), 
Rona und G yérgy?), St. Léovgren®) u. a., daB die enzymatische Harnstoff- 
spaltung nahe bei px = 7 ein Aciditatsoptimum besitzt. 

Uber die Salzwirkungen sowie iiber die Wirkung von Ampholyten 
liegt eine Reihe von Untersuchungen von Onodera, Groll*), Jacoby®), 
Rona, Wester®), Kochmann’), Kato u. a. vor, nach deren Ergebnissen 
die erforderliche Pufferung zweckmaBig gewihlt werden kann. 

Trotz dieser vielfachen und eingehenden Forschungen reicht das 
vorhandene experimentelle Material noch kaum aus, um in den 
Chemismus der Ureasewirkung einzudringen*). Insbesondere fehlen 
uns noch die Grundlagen fiir die Beurteilung, welche Gruppe des Sub- 
strats seine Bindung der Urease vermittelt. Auf Grund friiherer Ver- 
suche aus diesem Laboratorium haben Euler und Josephson die Affinitats- 
konstante 
iro [Enzym-Substrat] 

. [Enzym] . [Substrat] 

zu berechnen versucht, und haben vorliufig den Wert 90 angegeben. 
Die Sicherstellung dieses Wertes fiir Ky erscheint uns von allgemeinem, 
enzymchemischem Interesse, um so mehr, als die einfache Zusammen- 
setzung des Substrats und der Reaktionsprodukte die Zahl der in 
Betracht kommenden Gruppen beschrankt. 

Versuche von Josephson und Huler*) an Darmpeptidase haben es 
wahrscheinlich gemacht, daB die Bindung des Enzyms nicht, wie bei 
den Disacchariden angenommen wurde, an zwei Affinitatsstellen er- 
folgt, sondern daB eine einzige spezifische Gruppe im wesentlichen 
die GréBe der Konstanten Ky bedingt'™). Wie eine noch nicht ver- 
éffentlichte Berechnung ergab, ist im System Darmpeptidase—Glycyl- 
glycin—Glykokoll die Affinitét des Enzyms zum Glykokoll nicht 
wesentlich kleiner als diejenige zum Dipeptid. Eine entsprechende 


1) Barendrecht, Rec. Trav. Chem. Pays-Bas 39, 1, 1920. 

2) Rona und Gyérgy, diese Zeitschr. 111, 115, 1920. 

3) St. Lévgren, ebendaselbst 119, 215, 1921; 187, 206, 1923. 

4) Groll, Proc. Akad. v. Wetensch. Amsterdam 20, 559, 1917/18. 

5) Jacoby und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 140—158, 1923—-1925. 

6) Wester, ebendaselbst 128, 279, 1922. 

7) Kochmann, ebendaselbst 151, 259, 1924. 

8) In Oppenheimer-Kuhns Handbuch ,,Die Fermente und _ ihre 
Wirkungen“, 5. Aufl., ist eine von Sture Lévgren (diese Zeitschr. 137, 206, 
233, 1925) aufgestellte Formel aufgenommem Dieselbe ist sogar in das 
Lehrbuch der Enzyme“ der gleichen Verfasser iibergegangen. Ohne auf 
die Herleitung der Formel einzugehen, méchten wir hier nur betonen, 
daB wir in diesem rein formalen Ausdruck keinen Fortschritt erblicken. 

%) Josephson und Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 85, 1926. 

1) Siehe Euler, Chem. d. Enzyme, 3. Aufl., I. Teil, 152, 1925. 


1* 
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Feststellung bei der Urease erscheint uns um so wichtiger, als die 
Reversibilitat der Ureasewirkung, also die enzymatische Synthes« 
des Harnstoffs, aus den Spaltprodukten nach den Angaben von 
Barendrecht und insbesondere von Mack und Villars durchgefiihrt 
zu sein scheint. 


Die Bedingungen der enzymatischen Harnstoffsynthese sind von 
biologischen Gesichtspunkten aus in letzter Zeit besonders von JN. .\ 
Iwanoff*) sehr erfolgreich studiert worden. Der Anschlu® seiner an 
lebenden Organismen gewonnenen Ergebnisse an die in einfacheren 
Systemen berechenbaren Gleichgewichte verspricht AufschluB iiber 
manche biochemischen Fragen, welche iiber das Gebiet dieser speziellen 
Synthese hinausgehen. 


Ein naheres Studium der Verbindung Harnstoff—-Urease haben 
wir aber nicht in Angriff nehmen wollen, ohne im Besitz wesentlich 
reinerer Enzymlésungen zu sein als diejenigen, mit welchen bisher 
gearbeitet wurde. 


Bei den vorliegenden orientierenden Versuchen haben wir uns 
zunachst durch eigene Versuche davon iiberzeugt, daB ein spezifischer 
Aktivator im Sinne Onoderas in Ureaselésungen, wie sie aus pflanzlichem 
Material gewonnen werden, nicht vorkommt. Fiir die Bestimmung 
der enzymatischen Wirksamkeit von Praparaten war die Entscheidung 
dieser Frage natiirlich unbedingt notwendig. 


Die hier mitzuteilenden orientierenden Versuche zur Reinigung 
und Anreicherung der Urease in Lésung haben wir mit dem Studium 
der Kaolin- und Tonerdeadsorption und der Dialyse begonnen. Auch 
Versuche, welche sich auf die fraktionierte Fallung bzw. auf fraktionierte 
Kristallisation aus organischen Lésungsmitteln und Lésungsmittel- 
gemischen griinden, haben wir angestellt, haben aber bisher die Erfolge 
welche Sumner in vorlaiufigen Mitteilungen beschreibt, nicht erzielen 
kénnen®?). 

II. Methodik. 


Die Spaltung des Harnstoffs in Kohlensiure und Ammoniak wird 
am besten so verfolgt, daB die zu verschiedenen Zeiten entwickelten 


1) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 185, 1, 1923; 148, 62, 1923; 154, 376 
und 391, 1924; 157, 229, 1925. 

2) Sumner, Journ. biol. Chem. 69, 435, 1926; Sumner und V. A. 
Graham, Proc. Soc. exper. biol. a. med. 22, 504, 1925. 

Auch durch die von Sumner vorgeschlagene Fallung mit Bleiacetat 
und mit neutralisierter Cadmiumchloridlésung haben wir bisher nur sehr 
unbefriedigende Ausbeuten erzielt, in keinem Falle mehr als 10 Proz. Als 
Elutionsmittel wurde bei diesen Versuchen lIproz. Kaliumoxalatlésung 
verwendet. 
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Ammoniakmengen bestimmt werden. Zu diesem Zwecke wurde die 
von Folin angegebene Ausblasemethode verwendet. Nach dieser wird 
ein Luftstrom durch die Probe geleitet, nachdem derselbe mit Alkali 
(Kalium-Carbonatlésung) versetzt ist, und die Luft streicht dann durch 
eine mit n/10 H,SO, gefiillte Vorlage. Die Siure wird dann mit n/10 
NaOH und Methylrot als Indikator titriert. Bei Zimmertemperatur 
ist zum vollstaéndigen Ausblasen eine Zeit von 15 bis 20 Stunden er- 
forderlich, bei 40° aber sind 1 bis 2 Stunden schon hinreichend. Bei 
diesen Versuchen wurde als Alkalizusatz eine 50proz. Kaliumcarbonat- 
lésung, 40 ccm, zu der Probe zugesetzt. In dem Kolben, in welchem 
ausgeblasen wurde, betrug das Totalvolumen 60 ccm, das der Vorlage 
200cem. Der Luftstrom wurde in konzentrierter Schwefelsiure ge- 
waschen, um ihn ganz von Ammoniakspuren zu befreien. 


Folgender Versuch zeigt uns die Anwendbarkeit der Methode. 
Angewandt 2,00 5,00 10,00 com NH,Cl-Lésung. 
2,06 5,19 10,30 ,, n/l0 NHy. 

Kiner Kjeldahl-Bestimmung zufolge enthielten 5ccm der ver- 
wendeten Ammoniumchloridlésung 5,16cem n/l0 NH,, in guter 
Ubereinstimmung mit den obigen Werten. 

Wieviel Harnstoff bei der Folin-Methode gespalten wird, haben 
wir durch folgenden Versuch festgestellt, bei welchem die Temperatur 
wahrend des Blasens bei 40° gehalten wurde. Zusatz 40 com K,CQ,- 





Lésung. 
0,.2n Harnstoff 0.1n NHg Spaltung 
cem com Proz 
5.00 O17 O08 


10.00 0,20 05 


15.00 0.30 O05 


Der Harnstoff wird also bei der Folin-Methode zu einem gewissen 
Grade gespalten. Indessen ist es leicht, hierfiir eine Korrektion an- 
zubringen, die durch eine jedesmal auszufiihrende Parallelprobe zu 
ermitteln ist. Die Ammoniakmenge, welche bei der Parallelprobe auf- 
tritt, entspricht den Ammoniakmengen, welche durch Spaltung bei 
Blasen entstehen. 


Die Konzentration der Wasserstoffionen kann nicht elektrometrisch 
mit Wasserstoffelektroden in Gegenwart von Ammoniak gemessen 
werden. Dagegen scheint sich die Chinhydronmethode von Biilmann 
zur Bestimmung von px in diesem Falle zu eignen. Durch mehrere 
Versuche haben wir uns iiberzeugt, daB Gegenwart von Ammoniak 
bei pu < 8,2 die Ergebnisse der Biilmannschen Methode nicht stért. 
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Ill. Experimenteller Teil. 
A. Vorversuche. 
Aktivitat eines Arlco-Ureasepraparats. 

Dieses Préparat wird aus Jackbohnen dargestellt. In 25 ccm Wasser 
wurden 0,5 g des Praparats gelést; Trockengewicht in 5 ccm war 0,0931 g 
Die Reaktionsmischungen waren folgendermaBen zusammengesetzt : 

20ccem Imol. Harnstofflésung + 50cem 1 mol. Phosphatmischung 
+ 10cem Enzymlésung + 20 ccm Wasser. Gesamtvolumen somit 100 cem 
Harnstoffkonzentration in den Mischungen somit 0,2 mol. 

Die Phosphatmischungen wurden aus primirem und sekundarem 
Kaliumphosphat bereitet und hatten eine Aciditét py = 7,30. 

Zu den Ammoniakbestimmungen wurden je 10 ccm entnommen und 
in 10 cem 0,5 n H, SO, einpipettiert, wodurch die Enzymreaktion gehemmt 
wurde. Die Nullprobe wurde so ausgefiihrt, daB8 zu den Zeiten 1, 5, 10 usw. 
Minuten Proben genommen wurden; sie wurden in eine Kurve eingetragen 
und der Wert fiir die Zeit 0 wurde extrapoliert. Der Wert, welcher dann 
erhalten wird, wird von den folgenden subtrahiert. 





n/10 NH, Spaltung 


Min ae i k.10 Pu 
5 1,46 32.3 7,33 
10 2.85 32,2 

15 4,37 10.9 33.4 7,44 
20 5,72 33.5 — 
25 7,05 17.6 33,6 7,54 


Wie die vierte Spalte der Tabelle zeigt, verlauft die Reaktion seli 
angenadhert monomolekular'). 
k.g Substrat 


: 0,026. 
g Enzympraparat 


Setzt man k = 32.10-4, so wird Uj 


Aktivitatsbestimmungen an Sojabohnenextrakt. 


Feingemahlene Sojabohnen wurden mit der zehnfathen Menge Wasser 
3 Stunden lang digeriert; hierauf wurde zentrifugiert. Trockengewicht in 
5cem der Enzymlésung: 0,1375g. Reaktionsmischung wie im vorigen 
Versuch. Mittel der Reaktionskonstanten: 20.10-4. Daraus Uf = 0,009. 


Aktivitaétsbestimmung am acetongefallten Extrakt. 


100 g feingemahlene Sojabohnen wurden mit 500 ccm Wasser 8 Stunden 
lang behandelt. Hierauf wurde zentrifugiert; die Lésung wurde mit dem 
dreifachen Volumen Aceton gefallt, wobei ein flockiger, leicht zentrifugier 
barer Niederschlag entstand. Dieser wurde mit Alkohol und Ather be- 
handelt und im Vakuumexsikkator getrocknet; Ausbeute etwa 15 g. 

0,5 g dieses Priparats in 20ccem Wasser gelést; Trockengewicht in 
5cem 0,1075g. Die gleiche Reaktionsmischung wie oben. Mittel der 
Reaktionskonstanten: k = 24.10-4. Daraus Uf = 0,013. 


1) Uber die Unabhangigkeit der Konstanten von einem Coenzym 
siehe 8. 4. 











nd 
mt 


en 
rin 


hr 


26. 


ser 


ren 
09. 


len 














Urease. I. 


B. Versuche tiber das Vorkommen einer Co-lrease. 

Onodera') fand, daB eine Ureaselésung bei der Dialyse ihre Aktivitat 
allmahlich ganz verliert. Eine 1,5proz. Ureaselésung, welche vor der 
Dialyse wahrend 16,5 Stunden 23,19 ccm n/10 NH, entwickelt, gibt 
nach fiinftagiger Dialyse nur 0,08 cem n/10 NH, wahrend der gleichen 
Zeit. Diese Verringerung der Aktivitat fiihrt Onodera auf den Verlust 
eines Coenzyms zuriick. Dieses Coenzym hat sich jedoch im Dialysat 
nicht nachweisen lassen. Onodera fiihrte die Dialyse mit Pergament- 
papier als Membran aus. Einen entsprechenden Versuch fiihrten wir 
mit Kollodiummembranen durch. 

20 g fettfreien Sojabohnenpulvers wurden mit 150ccm Wasser 
1 Stunde lang geschiittelt. Hierauf wurde zentrifugiert ; die so erhaltene 
Enzymlésung wurde auf zwei Kollodiumsacke verteilt, welche 75 Stunden 
in je 150 cem Wasser zur Dialyse gestellt wurden. Dabei war sowohl 
die AuBen- wie die Innenfliissigkeit mit Toluol versetzt. Das Dialysat 
wurde bei 35° im Vakuum auf 10 ccm eingeengt. Die Innenfliissigkeit 
bei der Dialyse = 1; das im Vakuum eingeengte Dialysat wird mit y 
bezeichnet. 

Es wurde nun folgender Versuch angestellt. 

25 ecm Imol. Phosphatmischung + 10 cem | mol. Harnstofflésung 

5eem y + 1l0cem H,O. Aciditat pa = 7,3 (Chinhydronelektrode). 

Aus der Reaktionsmischung werden nach verschiedenen Zeiten 
Proben von je 10 ccm in 10 ccm n/2 Schwefelsiure einpipettiert. Das 
gebildete Ammoniak wurde durch Folin-Blasen bestimmt, wobei 40 ccm 
50 proz. Kaliumearbonatlésung zugesetzt wurden. In der Vorlage n/10 
Schwefelsiure. Riicktitration mit n/10 NaOH. 

In dieser Reaktionsmischung konnte keine Ammoniakbildung 
konstatiert werden. 

Unsere hier nicht wiedergegebenen Versuchszahlen zeigen, dab 
durch Zusatz von dialysiertem Enzym keine Aktivierung eintritt. 
Temperatur bei diesen drei Versuchen 18°. Das gleiche negative 
Resultat wurde mit dialysierter Arlco-Urease erhalten. 

Nun wurde untersucht, ob eine auf 80° erhitzte Ureaselésung 
aktiviert. Eine Lésung von 2 g Arlco-Urease in 50 ccm Wasser wurde 
70 Stunden lang gegen eine groBe Wassermenge dialysiert, welche 
mehrmals gewechselt wurde. Je 1 g Arlco-Urease, gelést in 10 ccm 
Wasser, wurde unter Umriihren zu 40 com Wasser zugesetzt und auf 80° 
wahrend 30 Minuten gehalten. 

Die Versuche, die wir der Raumersparnis wegen nicht ausfiihrlich 
angeben, zeigten, daB eine Aktivierung durch die erhitzte Enzymlésung 


1) Onodera, Biochem. Journ. 9, 575, 1915. 
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sehr wahrscheinlich nicht eingetreten war. Die kleine Erhéhung der 
Aktivitat lag fast innerhalb der Versuchsfehler. 

Ebensowenig konnte eine Coenzymwirkung nachgewiesen werden 
als die Ureaselésung statt auf 80° etwa 10 Sekunden auf 100° erhitzt 
wurde. 

Diese Versuche zeigen also, daB im Dialysat kein Coenzym nach 
gewiesen werden kann. Dies steht auch in Ubereinstimmung mit den 
Ergebnissen von Onodera. Dagegen sollte nach Onodera in einer nicht 
dialysierten Ureaselésung Coenzym vorkommen. Er findet, daB bei 
Zusatz von 1 ccm 5proz. frischer Ureaselésung zu 5 cem einer 5 Tage 
lang dialysierten 1,5 proz. Ureaselésung diese Enzymmischung 8,53 ecm 
n/10 NH, wahrend 16,5 Stunden entwickelt, wahrend 5 cem dialysiertes 
Enzym fiir sich allein 0,08 cem und | cem frische Enzymlésung 1.23 ccm 
entwickeln. 

Dies wurde durch folgenden Versuch  gepriift: Eine frische 
Enzymlésung wurde erhalten durch Auflésen von 0,3 g Arlco-Urease 
in 15 cem Wasser. tine Lésung von 2g Urease in 50 cem Wasser 
wurde 5 Tage lang gegen eine groBe, tiglich erneuerte Wassermenge 
dialysiert. 


1. 25cem lmol. Phosphatmischung + 10 ccm 1 mol. Harnstoff- 
lésung + 3ccm dialysiertes Enzym + 12 ccm Wasser 


2. 25cem Phosphatmischung + 10cem Imol. Harnstofflésung 
5cem frische Enzymlésung + 10 com Wasser. 
3. 25 ecem Phosphatmischung + 10 ccm 1 mol. Harnstofflésung 
3cem dialysiertes Enzym + 5 ccm frische Enzymlésung +- 7 cem 
Wasser. 


Addiert man die Aktivitaten in 1 und 2, so erhélt man 0,232 ccm 
0.1 n NH, pro Minute. In Versuch 3 ergibt sich 0,242 cem n/10 NH, 
pro Minute. Die Aktivitatssteigerung ist also nicht gréBer als 
4.3 Proz. und im Vergleich zu dem von Onodera erhaltenen Effekt 
unbedeutend. 

Eine Ureaselésung wird durch Erhitzen auf 100° augenblicklich 
inaktiviert. Dies beruht nach Onodera darauf, daB die Co-Urease zerstért 
wird, und folglich fand er bei Zusatz von frischer Enzymlésung eine 
starke Aktivitétserhéhung. Auch dieser Effekt wurde durch einen 
Kontrollversuch gepriift. 


0,5 g Arleo-Urease wurden in 25 com Wasser gelést. Davon wurden 
15 cem einen Augenblick zum Kochen erhitzt. 


Drei Versuche wurden angestellt mit je 25 com Phosphatmischung 
und 50 ccm Totalvolumen. 
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1 2. 3 
+ 10cem zum Kochen +3cem frische KEnzym- + $cem frische Knzym- 
erhitzte Enzymlosung losung + 12 cem Wasser losung + 10 cem = zun 
+ 5ccm Wasser Kochen erhitzte Enzyni- 


lisung -+- 2cem Wasser 


Das Ergebnis dieser Versuchsreihe war also negativ; der Effekt 
Onoderas wurde nicht gefunden. 


C. Reinigungsversuche. 


‘ 


Auch hier wurde als Ausgangsmaterial das Praparat ,,Arlco-Urease‘ 
verwendet. Die Aktivitat desselben, Uf, wurde durch folgenden Versuch 
ermittelt, und zwar mit 2proz. Enzymlésung. 





n/l0 NH, 


Min k. 104 
com 

10 2,52 28,3 

20 5,06 29.3 

30 7.60 305 


Mittel: 29.4 
Trockengewicht in 5 ccm 0,0945 g 
. 0,002 94 . 0,6 
Ut = 


0,019. 
0,0945 


Adsorptionsversuche mit Kaolin. 


Zu 50cem 2proz. Enzymlésung wurden 25 cem Kaolinsuspension 


(Trockengewicht pro Kubikzentimeter 0,195 g) zugesetzt. Hierauf 
wurde zentrifugiert. Als Elutionsmittel wurde Sodalésung verwendet, 
von welcher so viel zugesetzt wurde, dab die Elutionslésung Phenol- 
phthalein rot fairbte. Hierauf wurde das Volumen auf 50 ccm erginzt 
und die Mischung durch einen Biichner-Trichter filtriert. Neutralisation 
mit Essigsaure. 





n/10 NH, 


Min. hk. 104 ‘ 
ccm 

10 0,33 LD 

20 0,57 3,1 

30 0.90 3.3 


Mittel: 3.3 


Ausbeute bei der Elution = 11 Proz. (berechnet nach der Aktivitat 
des Ausgangsmaterials). 

Hierauf wurde gepriift, ob durch Adsorption an Kaolin in Gegen- 
wart von Essigsdure die Ausbeute erhéht werden konnte. Essigsaure- 
konzentration bei der Adsorption betrug 0,04n. Im iibrigen wurde 
wie beim vorhergehenden Versuch verfahren. 
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3cem Enzymlésung. 





Min. afte Ni, k . 104 
ccm 

10 0.88 97 

20 1,62 9.0 

30 2.47 9,2 


Mittel: 9,3 
Ausbeute bei der Elution 53 Proz. 


Hierauf wurde die so erhaltene Enzymlésung gegen 2 Liter Wasse1 
15 Stunden lang im Eisschrank dialysiert. 


5cem dialysierte Enzymlésung. 





n/l0 NHs 


Min. k . 104 
ccm 

10 0,73 7,9 

20 +: 7,8 

30 2,19 5,1 


Mittel: 7.9 
Aktivitatsverlust wahrend der Dialyse = 49 Proz. 
Trockengewicht in 5com = 0,005 21 g. 
Us = 0,091. 
Durch die Kaolinadsorption ist eine rund fiinffache Steigerung det 
Wirksamkeit (U/) erzielt worden. 
Die Adsorption an Kaolin geschieht also geeigneter in essigsaure: 
Lésung bei pa = etwa 2,7. 


Adsorptionsversuche mit Aluminiumhydrat. 


Durch Untersuchung des Ureasegehalts der Restlésung ergab sich 
daB die Sorption an Aluminiumhydrat am _ besten durchgefiihrt 
wird, indem man die Ureaselésung direkt mit einer Tonerdesuspension 
versetzt, also bei einer Aciditat, welche sich dabei von selbst einstellt 

Zu 50 cem 2proz. Ureaselésung wurden 15 cem Aluminiumhydrat 
suspension (Gramm Al,O, pro Kubikzentimeter = 0,042) zugesetzt 
Nach Abzentrifugieren wurde waihrend 20 Minuten mit 1 proz. Lésung 
von Dinatriumphosphat eluiert, worauf von neuem zentrifugiert wurde 


Aktivitaét vor der Dialyse (5 cem Enzymldésung). 





Min. ie Ne k. 108 
ccm 

30 2.38 8,9 

60 4,79 92 

90 7.20 9.6 


Mittel: 9,2 
Ausbeute bei der Elution = 31 Proz. 








| 
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Aktivitat nach der l5stiindigen Dialyse (5 cem Enzymldésung.) 





Min. n/l0 NH, k. 108 
ccm 
30 1,10 4.0 
60) 2,28 4,2 
a 3,37 4,2 
Mittel: 4, 


Trockengewicht in 5com = 0,00552g. ('f = 0,045. 


Die Wirksamkeit Uf ist also hier um das 2,4fache gestiegen. 

Der geringe Wert dieser Steigerung des Reingehaltsgrades beruht 
nicht darauf, daB die Adsorption mit schlechter Ausbeute verliuft; der 
Gehalt der Restlésung an Urease war nimlich gering. Vielmehr beruht 
das ungeniigende Resultat darauf, daB das Enzym sich nur unvoll- 
standig eluieren lie}. Es wurden auch Versuche ausgefiihrt zu Elusion 
mit Phosphat von verschiedener Aciditét in den Grenzen pa = 5 bis 9, 
ohne daB aber ein besseres Resultat erzielt werden konnte. 


D. Adsorptionsversuche mit neuem Ausgangsmaterial (Areco-Urease). 
Dieses Praparat zeigte eine gréBere Aktivitét als das zuerst ver- 
wendete; es iibertrifft letzteres um das 3,6fache. 
An einer 0,5 proz. Lésung wurde folgender Versuch angestellt 
(5 cem Enzymlésung). 





ON 
Min. aft Hs k . 104 
ccm 
10 2,37 26,4 
20 4.86 28,1 
30 7,25 28,9 


Mittel: 27,8 
lrockengewicht in 5ccom = 0.02412. 
Aschengehalt = 18,6 Proz. 
Ur = 0,069. 
Reinigung. durch Dialyse. 
Obige Lésung wurde gegen | Liter Wasser im Eisschrank dialysiert 


6 Stunden 5ccm Enzymlésung. 





Min afte NH, k . 108 
ccm 

10 1,80 20,0 

20 3,62 20,6 

30 5.40 21,0 


Mittel: 20,5 


Aktivitétsverlust wahrend der Dialyse = 26 Proz. 
Trockengewicht in 5ccm = 0,01145¢ 
Aschengehalt = 10,2 Proz 
Us = 0,11. 
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15 Stunden 5ccm Enzymldésung. 





ON 
Min aft Hs k. 104 
ccm 
1) 0.79 8.5 
30 2,47 9,2 
40 3.17 8.9 


Mittel: SY 


\ktivitatsverlust wahrend der Dialyse = 68 Proz. 
Trockengewicht in 5ccm = 0,00270g. 
Aschengehalt = 3,2 Proz. 

Us = 0,20. 


Zunahme des Reinheitsgrades nach 6 stiind. Dialyse : 1.6, nach 15stiind. Dialyse : 2.9 


Adsorptionsversuche mit Aluminiumhydrat. 


Das neue Praparat mit Uf — 0,069 wurde hinsichtlich der Adsorp- 
tionsverhaltnisse zu Aluminiumhydrat gepriift. 

Zu 50cem 0,5proz. Ureaselésung wurden 25 ccm Aluminium. 
hydratsuspension zugesetzt, hierauf wurde zentrifugiert. Das Adsorbat 
wurde auf ein Volumen von 50 ccm in Wasser suspendiert. Diese 
Suspension wurde auf ihre Aktivitat gepriift. 


5eccem Suspension. 





n/10 NH, 


Min k . 104 
com 

10 2,22 24.8 

20 4,41 25.3 

30 6,61 26,1 


Mittel: 25,4 


Ausbeute bei der Adsorption = 91 Proz. 


Die Adsorption geschieht somit mit sehr guter Ausbeute. Dagegen 
bereitet die Elution Schwierigkeiten; gepriift wurde 1 proz. Phosphat- 
lésung von verschiedener Aciditét, und zwar ohne nennenswertes 
Ergebnis. Auch bei Verwendung von Arseniat waren die Ergebnisse 
bei Variation von px nicht besser. Gepriift wurde ferner die Elution 
mit Sodalésung bei py = 9,5, ferner mit Essigsiure (0,05 n) bei pg = 4,2 
und schlieBlich mit Phosphorsaure bei py = 2,9, ohne daB eine erhebliche 
Elution des Enzyms erreicht wurde. 

Um eine Schitzung des Reinheitsgrades des adsorbierten Enzyms 
vornehmen zu kénnen, wurde die Restlésung und ihr Trockengewicht 
untersucht. 

Trockengewicht in 5ccm (bei Beriicksichtigung der Volumen- 
anderung) = 0,01162 g. Die Ausgangslésung enthielt in 5 ccm 0,02469 g. 

Das adsorbierte Trockengewicht betrigt somit 0.01307 g, somit 
Uf = 0,117. 
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Adsorptionsversuche mit Kaolin. 


Wie schon oben erwiahnt, ist fiir die Kaolinadsorption essigsaure 
Lésung am giinstigsten. Mit dem neuen Praparat (('/ — 0,069) wurden 
einige verschiedene essigsaure Konzentrationen gepriift. Die Adsorption 
wurde im tibrigen in gleicher Weise durchgefiihrt wie vorher. 

Bei allen folgenden Versuchen wurden 5ccm Enzymlésung angewandt. 


A. 0,015 n Essigsaure. 





Vor der Dialyse 


Nach der Dialyse (15 Stunden) 








Min " Min. , 
n/10 NH; k. 108 n/l0 NH, k. 108 
com com 
10 1,43 15,7 10 0,64 70 
20) 2.85 16,0 20 1,26 6.9 
30 4,28 16,4 30 1,91 7,0 
Mittel: 16.0 Mittel: 7.0 
Ausbeute 58 Proz. Aktivitatsverlust wabrend der 
Dialyse = 56 Proz. Trocken: 
gewicht in 5ccm = 0002284 
Vf 0,184 
B. 0,03 n Essigsaure. 
Vor der Dialyse Nach der Dialyse (15 Stunden) 6 
Min ’ Min. 13 
n/10 NH, k. 108 n/10 NH, ky. 10° 
ccm com 
1 1,62 18,0) 10 88 9,7 
20 3,15 17,7 2n 1.84 11,2 
30 4.74 18,3 39 2.58 9.6 
Mittel: 18,0 Mittel: 9.8 
\usbeute 65 Proz Aktivitatsverlust 46 Proz 
Trockengew. in 5ecm 0,002 01 g 
Us 0,282 
Steigerung von / / 41 
C. 0,045 n Essigséure. 
Vor der Dialyse Nach der Dialyse (15 Stunden) 
Min. , Min 1. N 
n/10 NH, k . 108 n/t0 NH, je. 108 
ccm ccm 
10 1,37 15,0 10 0,79 8.5 
20 2.67 14.9 20 1.61 8.9 
30 4.11 15.6 30 2.36 8.5 
Mittel: 15,2 Mittel: 8,7 
\usbeute 55 Proz. \ktivitatsverlust 43 Proz 
Trockengew. in 5 ccm 0,002 8 g 
f 0,227 


Steigerung von Uf 33 


SchlieBlich wurde ein Versuch ausgefiihrt, um zu ermitteln. ob 
sich durch eine gréBere Kaolinmenge des Endergebnis giinstiger stellt 
Konzentration der Essigsiiure: 0.03 n. 
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Vor der Dialyse Nach der Dialyse (15 Stunden) 


Min. Min. H 
n/10 NH, k. 104 n/10 NH k . 108 
ccm ecm 
10 1,53 16.8 10 0,52 5,7 
20 3,08 17.4 20 1.05 5,7 
30 4,60 17,7 30 1.56 5,8 


Mittel: 5.7 


Aktivitatsverlust = 67 Proz 
Trockengew. in 5ccm = 0,002 56 
Us 0,13. 


Mittel: 17,3 
Ausbeute = 62 Proz 


Der Versuch zeigt, daB die VergréBerung der Kaolinmenge keine 
Verbesserung des Ergebnisses herbeigefiihrt hat. 

Es wurde nun Natronlauge und Ammoniak als Elutionsmitte! 
untersucht. 

Elution mit NaOH: Die Sorption wurde wie vorher mit 0,03 n 
Essigsiure durchgefiihrt. Dabei wurde das Adsorbat in Wasser sus 
pendiert, worauf wir Natronlauge zusetzten, bis die Lésung Pheno! 


phthalein rot farbte. 





Vor der Dialyse Nach der Dialyse 


Min. - 10 NH; te Min. n/10 NHg a oe 
com : com : 

10 1,54 17,1 10 0.87 9.4 

20 3,05 17,1 20 1,77 9,8 

30 4.53 17,3 30 2.65 99 


Mittel: 9,7 


Aktivitatsveriust = 44 Proz. 
Trockengew. in 5ccm = 0,002035 g 
Uf = 0,285. 


Mittel: 17,2 


Ausbeute 62 Proz. 


Uf ist somit auf das 4,lfache erhéht worden. Die Elution mit 
Natronlauge ergab keine Verbesserung gegeniiber derjenigen mit 


Natriumcarbonat. 
Elution mit NH,: Die Sorption geschah wie vorher in 0,03: 
Essigsiure. Die Elution wurde mit 0,02 n N H, ausgefiihrt. Neutralisation 


mit Essigsaure. 








Vor der Dialyse Nach der Dialyse 


Min. n/10 NH, bh. 100 Min n/10 NH k. 108 
com ‘ ccm 2 

10 1,84 20.5 10 0,98 10.8 

20 3,64 20,7 20 1,96 10,9 

30 5,47 21,2 30 2.91 10,9 








Mittel: 20,8 
Ausbeute = 75 Proz. 


Mittel: 10.9 


Aktivitatsverlust = 48 Proz 
Trockengew. in 5com = 0,00182g 
ue 0,36. 
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Das so erhaltene Praparat ist also 5,2mal reiner als das Aus- 
gangsmaterial. Ammoniak scheint als Elutionsmittel etwas vorteil- 
hafter zu sein als Soda oder Natronlauge. 


Zweimalige Kaolinadsorption. 


Adsorption wie vorher, Elution mit 0,02n Ammoniak. Jas 
Verfahren wurde zweimal angewandt. In der Lésung, welche nach 
der zweiten Adsorption erhalten wurde, wurde die Aktivitét vor und 
nach der Dialyse bestimmt. 





Vor der Dialyse Nach der Dialyse 
Min. , ' Min. , 
n/10 NH, k . 108 n/10 NHy k . 108 
ccm com 
10 1,06 11,7 10 040 44 
20 2,08 11,6 20 0,79 43 
30 3,16 11.9 30 1,15 4.3 
Mittel: 11,7 Mittel: 4,3 
Ausbeute 2 Proz. Aktivitatsverlust = 63 Proz 
Trockengew. in 5ccm = 0,001727 g 
Us = 015. 


Dieses Priparat ist also schlechter als dasjenige, welches durch 
eine einzige Kaolinadsorption erhalten wurde. Dies beruht darauf, 
daB die Abnahme des Trockengewichts nicht die groBen Aktivitats- 
verluste kompensierte, die bei der Adsorption und der darauf folgenden 
Dialyse eintraten. 








Die Ausfillung der Eiweibkirper des Serums 
infolge der Einwirkung von Siuren und Schwermetallsalzen. 


Von 
Leo Lorber. 


(Aus dem Zentrallaboratorium der jiidischen Gemeinde in Budapest.) 


(Eingegangen am 31. Dezember 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchungen iiber den isoelektrischen Zustand geschahen 
bisher hauptsichlich in sogenannten .,reinen‘’ Lésungen; da jedoch 
die Kolloide unter physiologischen Umstanden in nicht reinen Lésungen 
vorhanden sind. untersuche ich im folgenden den _ isoelektrischen 
Zustand der urspriinglichen, nicht dialysierten SerumeiweiBkérper bei 
Anwesenheit verschieden starker (H-lonen enthaltender) Séuren; 
ferner, ob ein Zusammenhang zwischen dem Ausfallen der EiweiBkérper 
durch schwere Metalle (Metallsalze) und dem isoelektrischen Zustand 
besteht. 

Unter isoelektrischem Punkt verstehen wir jenen Zustand der Eiweib 
kérper und allgemein der Kolloide, in welchem die Anzahl der positiven 
und negativen Ladungen gleich ist, bei den Eiwei®kérpern, wenn /, k 
ist. Dieser Zustand der Fiwei8kérper, welche ihre elektrische Ladung haupt 
sichlich den H- und OH-Ionen verdanken, kann durch die Gleichung’) 


' &..& 
( a u 
HM J ‘ 


charakterisiert werden, worin Cy die dem isoelektrischen Zustande ent- 
sprechende Konzentration der H-Tonen, k, und k, die sauren bzw. basischen 
Dissoziationskonstanten und /:,, die Dissoziationskonstante des Wassers 
0,58 . 10-34 — bedeuten. 

Nach den Ergebnissen der Untersuchungen von Pauli*), Sdérensen*), 
Jacques Loeb*) u. a. ist bei ungleichem k, und k, Eiwei8 positiver oder 


') Pauli, Kolloidchemie der FiweiBkérper 1, 34, 1920. 
*) Derselbe, i. c. 

8) Sérensen, Ergebn. d. Physiol. 12, 1912. 

*) Jaques Loeb, Die FiweiBkérper, 1924. 
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iegativer Ladung vorhanden. Nach Sérensen'), Michaelis*) u. a. kénnen 
lie EiweiBkérper positiver oder ne;rativer Ladung auf den isoelektrischen 
Punkt gebracht werden, indem dic aus der Ungleichheit von kg und ky, 
berechneten H- bzw. OH-Ionen der negativ bzw. positiv geladenen EiweiB- 
jésung zugesetzt werden; die H- bzw. OH-Ionen kénnen am einfachsten 
in Form von Séuren oder Basen in die Lésung eingefiihrt werden. Das 
negativ geladene Serum (Eiwei®S), bei welchem k, < kg ist, kann also auf 
den isoelektrischen Punkt gebracht werden, wenn eine der Differenz ent- 
sprechende Menge H-Ionen der Isung zugefiihrt wird. Ich bemerke 
jedoch, da8 aus obiger Ungleichheit auch dann eine Gleichung wird, wenn 
in der Lésung die OH-Ionen vermindert werden. Mit dem isoelektrischen 
Zustande gehen noch andere Verandlerungen einher; so nimmt die Viskositat 
minimale Werte an; die Kolloide zeigen keine Elektrophorese, auch entsteht 
eine starke Dispersionsverminderung, womit die Fahigkeit leichterer Aus- 
fallung einhergeht. 

Die Untersuchungen iiber die Zustandsverinderungen der Kolloide 
in der Nahe des isoelektrischen Punktes kénnen ir einfacher Weise an- 
gestellt werden, indem man die Veriéinderungen der vorhin erwahnten 
Figenschaften untersucht. 

Bei den in der Folge mitgeteilten Untersuchungen zeigt die 
Dispersionsverminderung den isoelektrischen Punkt an. Dem Obigen 
zufolge kénnen wir die EiweiBkirper des Serums auf den isoelektrischen 
Punkt bringen, indem wir die Ladungsdifferenzen mit H-Ipnen aus- 
gleichen. Demgema8 miissen wir also von schwachen Séuren mehr, von 
starken weniger nehmen; um den isoelektrischen Punkt zu erreichen. 
Dieses folgt iibrigens auch aus den Titrationskurven von Jacques Loeb*), 
nach welchen Salzsiure, Oxalsiure und Phosphorsiure im Verhaltnis 
von 1:2:3 zu einer isoelektrischen Gelatinelésung zuzusetzen wire, 
damit diese mit jeder der Sauren die gleiche H-lonenkonzentration 
habe. Aus diesen Untersuchungen muB8 natiirlich auch folgen, daB 
die angesiuerte Gelatine wieder isoelektrisch gemacht werden kann, 
wenn zu derselben eine mit den H-lonen aquivalente Menge O H-lonen 
zugesetzt wird. 

Untersuchen wir, wieviel H-lonen nétig seien, um die EiweiBkérper 
des Serums auf den isoelektrischen Purkt zu bringen (d. h. eine Triibung 
bzw. Fallung darin hervorzubringen). so finden wir, daB beim Vor- 
handensein von 0,2ccm Serum ungefihr 1 com n/160 HCl, also bei- 
liufig ebensoviel H-lonen, notwendig ist. Im weiteren Verlauf meiner 
Untersuchungen mit verschieden starken Siéuren war zu bestimmen. 
wieviel von denselben notwendig ist, um denselben Zustand hervor- 
zubringen; ferner, ob ein Zusammenhang zwischen der Starke der 
Siuren und deren Ausfillungsfihigkei. besteht, welcher nach dem 
Obigen zu finden wire. 


1) Sdrensen, 1. c. 
*) Michaelis, diese Zeitschr. 47, 251, 1612. 
8) Jacques Loeb, |. c., 8. 47. 
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Zu diesem Zwecke stellte ich meine Versuche in folgender Weis 
an (die Ergebnisse derselben sind aus den weiter unten beigefiigten 
Kurven bzw. der Tabelle ersichtlich gemacht). 

Die in abnehmenden Konzentrationen aquivalenten Lésungen ver 
schieden starker Sauren wurden in kleinen Reagenzréhrchen gemessen. 
und zwar je leem der Saéuren. Zu diesen verschieden starken Sure: 
wurden 0,2 cem Menschenblutserum gegeben. Nach griindlichem Durc) 
schiitteln trat in den einzelnen Réhrchen eine bald starkere, bald schwiacher 
Triibung cin. Zur genauen Ablesung wurden in die Réhrchen noch } 
4ecem destilliertes Wasser gegeben, werauf dieselben auf 2 Minuten in 
kochendes Wasser gestellt wurden. Die auf Einwirkung der Saéuren ent- 
standenen Triibungen wurden nunmehr sehr intensiv, ohne da der 
Charakter der die Wirkung der Saure darstellenden Kurven sich geander: 
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Sulfosalicylsaure 
Abb. 1. Saurekurven. 


Die Zeichen auf der Ordinate bedeuten: Grad der Dispersionsverminderung [( = 
F (= Fallung) minimale Dispersion]. Die Zeichen auf der Abszisse bedeuten: 1 com von 
der n/10, n/20 usw. starken Saurelésung 


Milchsaure 


maximale 


Aus den hier beigefiigten Kurven ist ersichtlich, daB das Maximum 
der Ausfillung, unabhingig von der Starke der Sauren, bei derselben 
Konzentration n/160 zu finden ist. Die bei den Kurven angebrachten 
Bezeichnungen n/10, n/20 usw. bedeuten, daB von den verschiedence 
Konzentrationen aufweisenden Sauren 1 ccm in dem Reagenzréhrchen 


vorhanden ist. 

Ich méchte mich noch mit der Borséure und ihrem eigentiimlichen 
Verhalten in dieser Beziehung befassen. 
Versuche mit Borsaéure aus, so sehen wir, daB die Fallung der Eiweils- 
kérper weder in n/160, noch in starkerer Konzentration gelingt. Dieses 
Verhalten der Borsiure stimmt aber sehr gut mit der oben gegebenen 


Fiihren wir namlich obigi 
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Definition des isoelektrischen Punktes tiberein; mit Borsaéure, als sehr 
schwacher und schlecht léslicher Saure, kénnen wir die der Ungleichheit 
k, <k, entsprechende Menge H-lonen nicht in die Eiweiblésung 
einfiihren. Mit meinen, durch oben mitgeteilte Versuche gewonnenen 
Ergebnissen ist dieses Verhalten der Borsiéure jedoch scheinbar nicht 
iibereinstimmend. Aus diesen Versuchen sehen wir nimlich, daB der 
isoelektrische Zustand unabhingig vom H-lonengehalt der verschiedenen 
Sduren, nur abhdingig von ihren dquivalenten Mengen hervorgerufen 
werden kann. Das Verhalten der Borsiure wird aber verstandlich, 
wenn man bedenkt, daB auch, bei AusschluB von EiweiB, Alkalien mit 
Borsaure nicht zu neutralisieren sind!), d. h. wenn man zu n/160 NaOH 
in aquivalenter Menge oder deren Mehrfachem entsprechende H, BO, 
hinzufiigt, bleibt die Lésung auch weiterhin alkalisch. Wenn aber die 
Lésung alkalisch reagiert, dann kann das EiweiB nicht ausgefallt werden : 
und wenn die Borsiure das reine NaOH zu neutralisieren verméchte 
dann kénnte auch das EiweiS — unabhingig vom Gehalt an reinem 
H-lon — durch dieselbe auf den isoelektrischen Punkt gebracht werden 

Nach den Untersuchungen von 7T'homson*) wird jedoch die Borséure 


titrierbar, d. h. sie vermag Laugen zu neutralisieren, wenn zu ibrer Lésung 
héhere Alkohole, z. B. Glycerin, Mannit usw., zugesetzt werden. 


Wenn wir in den Versuchen statt der destilliert wasserigen eine 
glycerin-wiisserige Lésung der Borséiure anwenden, so kénnen die 
KiweiBkérper auch durch die sehr wenig H-lonen enthaltende Borsaure- 
lésung, tibereinstimmend mit der obigen Annahme, auf den isoelektri. 
schen Punkt gebracht werden. Die Ergebnisse dieses, den oben mit- 
geteilten analog durchgefiihrten Versuches sind in folgender Tabelle 
zusammengefaBt : 





n/20 n 40 n/sod n/160 n/320 
ts sae + ss Keine Fallung 
jorsiure + Glyverin. . . +++ ++(+) + + = 
Glycerin+ Aqua .... Keine Fallung 


Wie aus dieser Tabelle ersichtlich, ist die neutrale, glycerinwisserige 
Lésung ohne Wirkung auf das EiweiB. 

Ferner wird nach den Untersuchungen Thomsons das H,BQO, in 
(rlycerinlésung nicht unter dquivalenten Verhaltnissen gebunden; 
denn 1 Molekiil Borsdiure neutralisiert nur 1 Molekiil NaOH; aus der 
Tabelle sehen wir, daB auch die Ausfillung des EiweiBes auf dieselbe 
Weise erfolgt. 


') CO. L. Winkler, Zeitschr. f. angew. Chem. 27, 630, 1917; 28, 48, 1915. 
2) Thomson, Zeitschr. f. angew. Chem. 1897, 58. 5. 
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Aus den bisherigen Untersuchungen im allgemeinen und dem 
Verhalten der Borsiiure im besonderen sehen wir, daB das Blutserum 
dadurch auf den isoelektrischen Punkt zu bringen ist, daB man das im 
Blutserum vorhandene Alkali nach den Gesetzen der Stéchiometrie bindet 
unabhdngig von der H-lonenkonzentration der Sdurelésungen. 

Wenn obige Auffassung richtig ist, dann sind die EiweiBkérper 
auch durch andere Alkali bindende Chemikalien auf den isoelektrischen 
Punkt zu bringen, selbst durch solche, welche keine H-lonen enthalten 
Diese Eigenschaft besitzen bekanntlich die Schwermetalle. 

Die Schwermetalle bilden nimlich mit dem Alkali in Wasser un- 
lésliche Metalloxyde bzw. Metallcarbonate, z. B. CuSO, + 2 NaOH 

Cu(OH), + Na,SO,. 

Wenn also die Lésung irgend eines Schwermetalls zum Serum 
hinzugefiigt wird, so muB, dem Obigen zufolge, durch Alkaleszenz- 
verminderung der isoelektrische Punkt zustande kommen, das Eiweil 
muB ausgefaillt werden. Aus den oben mitgeteilten Kurven ist zu 
sehen, daB die Ausfaillung des EiweiBes in aiquivalenten Mengen mit 
den die Fallung bewirkenden Sauren erfolgt. 
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Abb. 2. Schwermetallsalzkurven. 
Die Zeichen auf der Ordinate bedeuten: Grad der Dispersionsverminderung [(/ maximale 
F (= Fiallung) = minimale Dispersion] Die Zeichen auf der Abszisse bedeuten: | com von 
der n/10, n/20 usw. starken Schwermetallsalzlésung. 


Vergleicht man die Kurven, welche die Fallung durch Sauren und 
durch Metalle darstellen, so sieht man, daB, wie auch aus dem oben 
Dargelegten folgt, die Fdllung der EiweiBkérper durch Sduren und 
durch Metalle quantitativ nach denselben Gesetzen erfolgt; d. h. die Aus- 
fdllung der EiweiBkérper geschieht bei derselhen Konzentration der Sduren 
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und Metalle, weil beide auch die Alkalien in dquivalenter Menge neu- 
tralisieren. 

Qualitativ zeigen die Kurven eine gewisse Individualitat. Beim 
Vergleich derselben sehen wir, daB die Fallung durch Sauren bzw. das 
Maximum der Ausfillung um n/160 beginnt. Erhéht man die Kon- 
zentration der Sauren, so lésen sie die EiweiBkérper in geringerer oder 
gréBerer Konzentration wieder auf. Die Grenzkonzentration dieses 
Lésens ist, wie ebenfalls ersichtlich, der Starke der Siuren proportional. 
Daher kommt es, daB die Ausfaillungskurve bei starken Sauren steil 
ist, wihrend sie bei schwachen Sauren einen verzogenen Verlauf zeigt 
und bei ganz schwachen Sauren, wie Borséiure, Kohlenséure, der das 
Lésen anzeigende Teil der Kurve gar nicht zu finden ist. 

Steigert man die Konzentration der Siure iiber den isoelektrischen 
Punkt hinaus, dann entstehen — wie wir aus alteren Untersuchungen 
wissen — saure EiweiBkérper, die sich dann, abhingig von der Starke 
der untersuchten Saure, bei geringerer oder starkerer Konzentration 
lésen. 

Besonders erwahnt zu werden verdient, wegen ihres interessanten 
Verlaufs, die Kurve der Sulfosalicylsiure; dieselbe zeigt zwei Spitzen, 
deren erste mit der Spitze der Kurven anderer Saéuren zusammenfiallt 
und die spezifische Fallung anzeigt; die zweite zeigt das spezifische 
FiweiBfallungsvermégen der Saure an. 

Vergleicht man die Kurven der Schwermetalle, so findet man eine 
iihnliche Individualitét wie bei den Sauren. Ein Teil verhalt sich wie 
bei sehr schwachen Saéuren, wie ZnSO,, CuSQ,, andere hingegen wie 
bei starken Sauren, Al,(SO,),. PbNO,: d. h. wahrend die ersteren das 
KiweiB bei der tiber n/160 untersuchten Konzentration nicht lésen, 
lésen letztere, bei Steigerung der Konzentration der Salze iiber n/160, 
das EiweiB wieder auf. Dieses Verhalten der Schwermetalle kann 
dem Obigen zufolge, folgendermaBen erklart werden: wenn wir in einer 
EiweiBlésung die Konzentration des CuSO, oder des ZnSO, noch so 
erhéhen, kénnen wir, da deren Lésungen neutral sind, die zum Wieder- 
auflésen der EiweiBkérper erforderliche H-lonenkonzentration nicht 
erreichen, und die EiweiBkérper bleiben auch weiter auf dem isoelektri- 
schen Punkt'). Die Al- und Pb-Salze, welche eine den starken Sauren 
identische Kurve aufweisen, werden in Wasser hydrolytisch gespalten, 
so ist z. B. in der wiisserigen Lésung des Al,(SO,),, Al(OH), und H,S0O, 
anwesend ; das gleiche gilt auch von PbNO,, dessen Lésungen ebenfalls 
hydrolytisch gespalten werden. In solchen Metallsalzlésungen sind 
also in Wirklichkeit Sduwren anwesend, und das im Serum vorhandene 


1) Ich bemerke, daB bei Anwendung einer sehr starken Metallsalzlésung 
auch die Eiwei8kérper sich lésen (Zsigmondy, Kolloidchemie, 1922, 8S. 351). 
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Alkali wird nicht infolge Einwirkung des schweren Metalles, sonder 
auf Kinwirkung der anwesenden Saure neutralisiert, und daher zeige: 
sie die fiir die starken Sauren charakteristische Kurve. 

Ich bemerke, daB ich die Pufferwirkung des Serums bei der Ek: 
klarung der oben mitgeteilten Erscheinungen geflissentlich unberiick 
sichtigt lieB, denn, wie wir sehen, kénnen diese Erscheinungen sel 
wohl auch ohne jene gedeutet werden. 


Zusammenfassung. 

1. Die verschieden starken Siuren bringen die EiweiBkérper ces 
Blutserums in aquivalenter Menge auf den ,,isoelektrisch*‘ genannten 
Zustand, unabhangig von der H-lonenkonzentration der Saurelésungen 

2. Die EiweiBfallung verschiedener Schwermetalle erfolgt gleich- 
falls in aquivalenter Konzentration, welche mit der Ausfillungs- 
konzentration der Sauren identisch ist; diese Konzentration ist im 
Falle von 0,2 cem Serum etwa n/160. 

3. Die Ausfallung der SerumeiweiBkérper, d.h. das Bringen der- 
selben auf den isoelektrischen Punkt, geschieht durch Bindung des 
titrierbaren Alkalis, unabhaingig von der H-lonenkonzentration det 


Lésungen. 




















Uber die Beziehungen von Blutzuckerhdhe, 
spezifisch-dynamischer Wirkung und Verbrennung 
bei einer Anzahl von Kohlehydraten, 


Von 
Kurt Schirlitz. 


Aus dem pharmakologischen Institut der Hamburgischen Universitat.) 


(Eingegangen am 45. Januar 1927.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Versuche, iiber die in dieser Arbeit berichtet werden soll, 
bilden die Fortsetzung einer Versuchsreihe, die Bornstein und Holm (4) 
sowie Holm (5) friiher im gleichen Institut angestellt haben. Aus 
diesen Versuchen ging hervor, daB wenige Minuten nach _ peroraler 
Zufuhr von 100g Traubenzucker beim niichternen Menschen der 
Blutzucker ansteigt. Respirationsversuche zeigten, daB die Verbrennung 
des im Blute kreisenden Zuckers zu dieser Zeit noch nicht beginnt. 
Sie setzt erst ', bis 1!, Stunden spater ein, nachdem der Blut- 
zucker schon recht hohe Werte angenommen, haufig nachdem er schon 
den Héchstwert erreicht oder iiberschritten hat. Die weitere Ver- 
brennung des zugefiihrten Zuckers kann bei niedrigen Blutzucker- 
werten erfolgen; ein Parallelismus zwischen Héhe des Blutzuckers 
und Umfang der Zuckerverbrennung nach Traubenzuckerzufuhr 
besteht also nicht 

Des weiteren zeigten diese Versuche. dal} nach Liavulose der Anstieg 
des Blutzuckers gering ist, daB aber dieses Kohlehydrat sofort verbrennt. 
Milcechzucker bewirkt eine geringe oder gar keine Steigerung des Blutzuckers, 
erst nach | Stunde eine maBig vermehrte K.-H.-Verbrennung, die entfernt 
nicht so stark ist, wie bei Lavulose und Dextrose. 

Zum Vergleich fiihren wir noch die Arbeit von Benedict und Car- 
penter (3) an. 


Auch sie beobachteten die schnell einsetzende Verbrennung der Lavulose. 
Ein ahnliches Bild geben auch die Versuche mit Rohrzucker. Zu beiden 
im Gegensatz steht die Dextrose, die erst spater und langsamer verbrannt 
wird. 
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Die Versuche von Bornstein und Holm sind mit der Zuntz-Geppertsch« 
Methode, diejenigen von Benedict wid Carpenter mit dem Benedictsch 
, Universalapparat’ angestellt. Beide geben sachlich die gleichen Wert: 
Sie zeigen in ihrer Ubereinstimmuny:, daB bei sorgfiltigem Arbeiten mi: 
gut eingearbeiteten Versuchspersoren man sehr wohl respiratoriscl: 
Quotienten erhalt, die Schliisse tiber die Art der Verbrennungen gestatten 

In den Versuchen von Bornstein und Holm waren nur die Be 
ziehungen zwischen Hohe des Blutzuckers und der Verbrennung des 
zugefiihrten K.-H. besprochen werden. Dagegen war die Erhéhung 
des Energieumsatzes, die durch die K.-H.-Zufuhr bedingt war, nicht 
in den Bereich der Betrachtung grezogen worden. Wir wollen dies: 
Oxydationssteigerungen, dem jetzt herrschenden Brauche entsprechend 
als spezifisch-dynamische Wirkung (sp. d. W.) bezeichnen, ohne zuniichst 
iiber ihr Wesen etwas auszusagen. Die sp.d.W. nach K.-H.-Zufuhi 
bildet den Hauptgegenstand dieser Arbeit, in der wir eine Reihe von 
K.-H. untersucht haben, und zwar nach: 


A. der absoluten GréBe der sp. d. W., 
B. etwaigen Beziehungen zur Verbrennung der K.-H., 
C. - pe .. Hohe des Blutzuckers. 


Methodik. 


Die Versuche wurden am Zuntz-Geppertschen Apparat etwa 13 Stunden 
nach der letzten Mahlzeit ausgefiihrt. Sie wurden nur an gut eingeiibten 
Versuchspersonen vorgenommen. die in wenigen Fallen wenigstens 1',, 
meist 7 bis 8 Stunden vorher auf dem Sofa lagen, auf dem die Versuche 
durchgefiihrt wurden. Am Tage vorher war eine im wesentlichen aus 
EiweiB und Fett bestehende Nahrung genossen worden. Ein Teil der Ver- 
suche geschah an zwei Hunden. Beide Tiere, ein Pinscher und eine Wolfs- 
hiindin, waren nach ihrer Tracheotomie sorgfaltig und liebevoll behandelt, 
hatten keine Scheu mehr und gehorchten gut. Das Temperament wa: 
ruhig. Die Tiere wurden in je vier bis sechs Vorversuchen an verschiedenen 
Tagen gut ,,eingeatmet“, d. h. sie muBt2n sich soweit an den Versuchsraum 
mit den Apparaten gewéhnen, daB die notwendigen Handgriffe weder ihre 
Beachtung mehr noch etwa Angst vor etwas unbestimmt Drohendem 
erregten. Am Morgen wurde dann init der Niichterndoppelbestimmung 
begonnen. Wenn es in Betracht kam, erfolgte auch die Niichternblutzucker- 
probe, und zwar sofort im Anschlu8 an ein abgeschlossenes Rohr. Die 
Bljtentnahmen waren beim Menschen und Hunde gleichermaSen am Oh: 
(beim Tiere rasiert) durch einen maéBigen Ritz am Versuchsanfang. Ein 
einfaches starkes Uberwischen geniigte fiir die nachsten Entnahmen zur 
Neublutung. Die Hunde blieben ganz ruhig dabei. Die Blutverarbeitung 
geschah nach dem Analysenverfahren nach Hagedorn. Danach erfolgt: 
die Zuckergabe in den in den Tabellen stehenden Mengen. Es wurde im 
Liegen aus einem Rohre gesogen. Die Hunde erhielten bei guter Hilfs 
stellung den Zucker durch den Magenschlauch. Eine wesentliche Erregunyg 
ist nie eingetreten, die nétige Beruhijung trat wahrend einiger Minuten 
des Maulschleckens sehr schnell ein. Es wurde darauf die Tamponkaniile 
eingelegt (nicht vorher, sonst gibt es Druckschmerzen und das Tier wird 
unruhig) und das Tier in die feuchte Gasuhrleitung eingeschaltet. 10 Minuten 
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bis 4% Stunde nach der Zuckergabe konnte meist der erste Teilversuch 
beginnen. In der ersten Stunde erfolgten meist drei Bestimmungen, dann 
in gréBerem, spiter in stiindlichem Abstand (s. Tabellen). 

Beschwerden, bis auf einmal etwas Durchfall, sind nicht aufgetreten. 
\uch das Schlucken des schlecht schmeckenden Maltose- und des Starke- 
kleisters ging ganz leidlich. Die zweite Starke-,,Mahlzeit** war durch vier 
Tabletten Saccharin schmackhafter gemacht. 

Die Gasanalysen lagen in der Hand der alteingearbeiteten Laborantin, 
Fraulein M. Nickau. 

Zur Berechnung ist allgemein folgendes zu sagen: 

Da es sich nur um Zeitausschnitte handelte, muBte die Zwischenzeit 
aus dem Mittelwert des vorhergehenden und des folgenden Teilversuchs 
errechnet werden. Die Prozentzahl der sp. d. W. jedes K.-H. ergibt sich 
also aus der Summe der beobachteten Teilversuche plus der Summe der 
errechneten Werte der Zwischenzeiten. Als Niichternwert ist ferner bei 
den Hunden und den Selbstversuchen eine Zahl angenommen, die sich 
als Mittel ergibt aus den vorliegenden zusammen mit einer ganzen Reihe 
anderer Atmungsversuche der betreffenden Lebewesen. Wir glauben 
damit besser der Tatsache Rechnung zu tragen, daB durchaus nicht immer 
die Werte wieder erreicht werden, die an dem einen betreffenden Morgen 
nun gerade als Niichternwerte gefunden sind. Die Stoffwechsellage pendelt 
um eine gewisse Mittellage. Sie kehrt daher éfters, wenn sie z. B. zufallig 
anfanglich hoch lag, nicht dorthin zuriick, sondern stellt sich auf einen 
tieferen Punkt ein. Auch das Umgekehrte kann der Fall sein. Diese Art 
des Ausgangspunktes konnte aus 4uBeren Griinden fiir die Berechnungen 
fiir Versuche, die wir aus dem Schrifttum entnahmen, nicht eingehalten 
werden. 

Aus O, und dem R.-Q. ergibt sich nach der bekannten Zuntzschen 
Rechnung der Wert der verbrauchten Kalorien. Von diesem Kalorienwert 
wurde der ,,Niichternwert (s. oben) abgezogen und je nach der Versuchs- 
dauer multipliziert mit seiner Zeitzahl. Dieser Wert ist als ,,Kalorien- 
differenz“ fiir den betreffenden ganzen Teilversuch in der néchsten Saéule 
zu finden. Diese Saule ist also die einzige, die keine Minutenwerte anzeigt. 
Sinngemaé8 errechnet sich der Wert fiir die Zwischenzeit. Die Summe 
dieser Spalte ist daher die kalorische Verbrauchssumme, die auf Hundert 
in Verbindung gesetzt wurde mit 410 Kalorien einheitlich fiir alle 100 g K.-H. 

Absolute GréBe der spezifisch-dynamischen Wirkung. 

Zur Verfiigung stehen Versuche mit sechs verschiedenen K.-H., 
nimlich Starke, Lavulose, Rohrzucker, Maltose, Traubenzucker und 
Milehzucker. Die Nennung erfolgte in der Reihenfolge ihrer starksten 
his zur schwichsten sp. d. W., von 9,25 bis 1,15 Proz. durchschnittlich 
Wir haben aus dem Schrifttum (4) (5) (6) eine weitere Anzahl von 
Versuchen in der gleichen Art wie unsere eigenen durchgerechnet und 
mit in der Tabelle IT aufgefiihrt. Hinsichtlich des Traubenzuckers ist 
zwischen den eigenen und den Versuchen aus dem Schrifttum eine 
sehr gute Ubereinstimmung festzustellen, wihrend die Lavulose- 
versuche eine kleinere Spannung zeigen von 9 zu rund 4,4, die aber 
im Grunde genommen immer noch in der gleichen GréBenordnung 


bleiben : 
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Die sehr zahlreichen Versuche Benedicts') liegen mit 6 Proz. etw 
in der Mitte. Soweit Tierversuche, die nur fiir Maltose und Lavulos: 
vorliegen, in Betracht kommen, liegen deren Zahlen innerhalb der b« 
Menschen gefundenen Werte. Auch beim Tiere zeigt die Liavulose ein 
etwas stirkere sp. d. W. als die Maltose. Im ganzen kénnen die Zahlen 
werte aller Versuche fiir gleichsinnig gehalten werden. 


Tabelle I. 





. . Durchschnitt 
Figene Versuche Neck Schrifttum- 


angaben Eigen Schrifttum Gesamt 
Mensch. 
An Starke... .. 103 82 9,25 9,25 
Lavulose ; — 10,2 9,2 4.2 3,7 9,1 3.95 6.53 
Rohrzucker . . . . 44° 890 62 
Pe 55 
Traubenzucker. . . 5.2 2,8 3.7 3.0) 638 4.0 4.5 4.25 
Milechzucker . . . . 18 O05 1.15 
Tier. 

Lavulose 7.8 7.8 
Maltose 42 79 

65 6.54 

88 53 


Beziehung zwischen spezifisch-dynamischer Wirkung und Verbrennung der 
Kohlehydrate. 

Diese Frage liuft auf einen Vergleich der-Zahlen des Sauerstoffs 
und der respiratorischen Quotienten hinaus. 

Bei der Starke zeigt sich im ersten Versuch nach der Starkegabe 
sofort ein Anstieg der O,-Menge von 10 Proz.*), wahrend aus dem 
praktisch unverindert gebliebenen R.-Q. auf noch keinerlei im Kérper 
vor sich gehende Verbrennung geschlossen werden muB. Erst nach 
rund 3, bis 1 Stunde setzt diese ziemlich stark ein, bei einem weiteren 
O,-Anstieg um 20 Proz. Vermehrung. Von hier ab sinkt der O,-Bedar! 
in den nichsten 13, Stunden auf Werte von +- 10 Proz., wahrend der 
R.-Q. als Ausdruck zunehmender Verbrennung noch etwas ansteigt 
Im zweiten Versuch beginnt der O,-Anstieg erst etwas spiiter, doch 
dann erheblich, um annahernd 15 Proz., wihrend erst vom dritten 
Teilversuch nach Zufiihrung der Starke eine Verbrennung fest 
zustellen ist. Diese halt sich wesentlich linger auf ziemlicher Hohe 
wihrend die O,-Werte nur noch eine Erhéhung von rund + 5 Proz 


ergeben. 


1) §. 235. 
*) Die Art ,,Prozent*-Angaben beriicksichtigen nur ganz grob 5, 10, 
15 und 20 Proz. 
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Ergebnis: Schon friihzeitig nach Zufuhr der Starke Erhéhung des 
(),-Bedarfs um 10 bis 20 Proz. bei erst spater einsetzender Verbrennung., 
die in der Starke (Intensitét) und zum Teil auch in der Zeit die sp. d. W 
iiberdauert. 

Lavulose 2 zeigt den Unterschied zwischen dem abgeklungenen 
0,-Bedarf und der auf vollster Héhe sich befindenden Verbrennung 
am besten im vierten Teilversuch. Im Versuch 3 ist von einer Ver- 
brennung noch nicht die Rede, im ersten Teilversuch nach der Zu- 
fiihrung, obgleich die sp. d. W. schon nahe an ihren Héhepunkt heran- 
geriickt ist. Liavulose | ist dadurch beachtenswert, daB gerade um- 
gekehrt die Verbrennung viel eher auf der Hoéhe ist, wihrend sich die 
sp.d. W. noch in wesentlich tieferen Grenzen bewegt. Erst nach 
|',stiindiger Senkung von R.-Q. ist der O,-Bedarf am _ héchsten. 
(rerade diese Verschiedenheit zeigt am besten, daB sicher kein zwangs- 
laufiges Nebeneinanderlaufen der beiden zu vergleichenden Vorgiange 
anzunehmen ist. 

Die berechneten Livuloseversuche aus dem Schrifttum zeigen 
ein Bild, wie es von meinem Livuloseversuch 1 soeben beschrieben ist 
Friiher einsetzende Verbrennung bei allen beiden. In H. ist schon 
nach 30 Minuten der Héchstwert erreicht, wahrend in G., rein zahlen- 
maBig betrachtet, der Héchstwert zwar nach 2 Stunden liegt (1,04); 
doch ist tatsichlich kein Unterschied festzustellen mit dem gleich- 
groBen Werte von 1,01 nach 45 Minuten. Hier setzt nun deutlich ver- 
spatet die sp. d. W. ein, indem diese mit + 10 Proz. erst nach +, Stunden 
beginnt. 

Im Gesamtbild stehen damit drei Livuloseversuche mit keinem 
bzw. nur kleinem sofortigen O,-Anstieg, zwei (Nr. 2 und 3) mit sofort 
stark einsetzender sp.d.W. gegeniiber. Ferner zeigen drei (Nr. 2, 
Nr. 1 schlechter, G. sehr gut), wenn auch nicht gleichmabig gut, daB 
die Verbrennung unabhangig vom O,-Verbrauch weiter geht, wahrend 
die zwei anderen ein annahernd gleichmaBiges Abklingen von O,- und 
R.-Q.-Werten erkennen lassen. 

Rohrzucker. Zwei anfinglich gleichlautende eigene Versuche. 
Sofortige sp. d. W. bei erst im zweiten Teilversuch nach der Starke- 
gabe sich zeigender Verbrennung des Zuckers. Diese ist nach 30 Minuten 
voll ausgebildet. Aber einmal hért die sp.d.W., beim zweiten Male 
die Verbrennung zuerst auf. 


Maltose (zur Hauptsache Tiermaterial). 


Versuch 1. Ein einigermaBen gleichlaufendes Wirken von O,-Auf- 
nahme- und Verbrennungsvorgaéngen; eine miBige sp. d. W., die deutlicher 
nur im Beginn, vierten und sechsten Teilversuch wird. Dabei aber durchaus 
kraftige K.-H.-Verbrennung (R.-Q. von 7,4 auf 0,89) von Anfang bis Ende 
der untersuchten Zeit. 
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Versuch 2. Die sp. d. W. geht im zweiten Teilversuch auf den Au 
gangswert zuriick, wahrend die Verbrennung unveraéndert weiter gelit 

Versuch 3. Ahnlich 1. Sp.d.W. und R.-Q. gleichlaufend. 

Versuch 4. Auffallend ein starkes anfaingliches Herabgehen «i 
O,-Verbrauchs unter den Niichternwert bei gleich gut hervortretend: 
Verbrennung. Der Héhepunkt der sp. d. W. liegt vor dem Héchstwer 
des R.-Q. Schneller Abfall der sp. d. W. bei weitergehender Verbrennuny 

Versuch 5. Starke sp.d.W., zunachst ohne Anderung des R.-Q 
Zusammenfallen beider Héchstwerte. Wesentlich vorzeitiges Aufhéren 

der sp. d. W. bei noch stark und lang 






eT TP 242K bestehender Zuckerverbrennung. 
}9,780 Versuch 6 (Mensch, s. Abb. 1). Hie: 
e.g at o168 setzten beide untersuchten Erscheinungen 
90 4.24 gleichmaBig verspatet ein; doch dann deut 
— ‘tad lich das héaufigere Bild: starkere und 
yin |9 220 kiirzere Welle der sp. d. W., spater an 
082 1206 steigende und langer dauernde Zucker 
478 1,180} ba verbrennung. Gerade hier ein besonders 
0,080 klares Beispiel fiir das nicht Hand-in 
74 1,160} Hand-Gehen dieser beiden Vorginge; de: 
_— oo an hore oe nner Héchstwert des R.-Q. zu einer Zeit, wo 
“On 7 vei 4 §% die sp. d. W. schon wesentlich abgefallen ist 
Abb. 1. Gesamtbild: Vier Versuche (Nr. 2, 4 


5, 6), die eine deutliche Selbstandigkeit 
der sp.d. W. im Vergleich zum R.-Q. zeigen gegeniiber zweien, bei 
denen eine Unabhangigkeit beider Funktionen nicht abzulesen ist 


Traubenzucker. 

Die zwei eigenen und die drgi Versuche C, D und F ergeben ein 
fast iibereinstimmendes Bild bis auf einen (D), wo der O,-Anstieg zuerst 
nur gering ist. Im iibrigen ist iiberall zunachst 
ein Ansteigen des O,-Verbrauchs zu bemerken 
erst spiiter, wenn der O,-Verbrauch schon seh 
hoch ist, beginnt mit einem Steigen des R.-Q 
eine Verbrennung des Zuckers. In allen fiinf 
eine ganz betriachtlich kiirzere Dauer der sp 
d.W. Ferner: zweimal (C und D) liegen dix 
Verbrennungshéchstwerte des Zuckers _ bei 
einem Ruhesauerstoffbedarf, zweimal fallen 
O,- und R.-Q.-Héchstwerte wesentlich aus 
einander (F und Sch) und nur einmal (Kr 
liegen beide in dem gleichen Teilversuch. 





') Material stammt von einer Patientin, die nicht so lange fiir den 
Versuch zur Verfiigung stand. Es kommt der ,,Abstand“ zwischen der fast 
normalen sp. d.W. und der noch starken Verbrennung im fiinften un: 
sechsten Kurvenpunkt gut zum Ausdruck. 
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Milchzucker. 


Praktisch genommen ist diese sp. d. W. fast gleich Null. Ebenso 
fallt bei der Verfolgung der R.-Q.-Werte das noch spitere Auftreten 
und ihre verhaltnismaBige Schwache auf. 

Bei der Betrachtung aller K.-H.-Versuche insgesamt hinsichtlich 
der Frage, ob eine Gleichheit oder Ungleichheit in dem Verhalten der 
sp. d. W. zu den Verbrennungsvorgiingen vorliegt, wollen wir uns die 
Versuchsergebnisse noch mehr vereinfachen. Dazu gliedern wir die 
Versuche in drei weitere, kleine Tabellen, in denen ausgesagt wird: 

1. iber den Anfang der sp. d. W., ob vor, mit oder nach Einsetzen 

der Verbrennung, 
. iber den Héhepunkt der sp. d. W., 
3. liber das Ende der sp.d. W., immer im Vergleich zum R.-Q. 


te 


Tabelle Il. 





Spezifisch-dynamische Wirkung 
vor mit nach vor mit nach vor mit nach 
dem Beginn dem tidhepunkt dem Ende 
der Kohlehydratverbrennung 


Starke. . .. 12 1 2 2 1 
Lavulose . . . 123'HG' 23G 1H 126 H ; 
Rohrzucker oo? 1 2 2 1 1 2 

Maltose : 5 6 123 4 246 (135 3456/12 
lraubenzucker 1CDF 2 1CDE 2 12cD 

Milchzucker * ) 1 ] 1 

Gesamtzahl. . Ymal  Ymal 3mal, 13mal |6mal 2mal I6mal 4mal Imal 


*) Nur Versuch 1 gewertet. 


Anmerkung. Die Zahlen bzw. Buchstaben beziehen sich auf die 
ebenso genannten Versuche. 


Héhepunkt und Ende zeigen mit starkem Uberwiegen, daB8 im 
Durchschnitt die sp.d.W. nicht zusammenfallt mit der im Kérper 
einsetzenden Kohlehydratverbrennung. Die Tabelle ,,Anfang“ gibt ein 
gemischtes Bild. Namentlich beim Traubenzucker setzt die sp. d. W. 
fast immer friither cin als der Anstieg des R.-Q. In weitaus der Mehrzab] 
der Versuche ist die sp. d. W. schon abgeklungen, wenn die Verbrennung 
der K.-H. noch auf der Héhe ist. Wir miissen daraus schlieBen, dap 
die sp.d. W. nichts mit der Verbrennung der zugefiihrten K.-H. zu tun hat. 
Haufig ist die sp.d. W. schon auf der Héhe, wenn eine Verbrennung 
noch nicht oder kaum begonnen hat. Die sp. d. W. ist also durchaus 
in die assimilatorische Phase des K.-H.-Stoffwechsels zu verlegen, darf 
aber doch nicht mit der Aufsaugungsarbeit aus dem Darm in die Chylus- 
und BlutgefaBe gleichgehalten werden (s. den letzten Abschnitt dieser 
Arbeit). 
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Beziehung des Blutzuckers zur Verbrennung der Kohlehydrate. 


Blutzuckerentnahmen nach der Mikromethode nach Bang und 
dem Hagedornschen Analysenverfahren sind bei den einfachen Zuckern 
gemacht worden. Von den Di- und Polysacchariden des Rohrzuckers 
und der Starke, die eine technisch andere, weit langwierigere Behandlung 
zur quantitativen Erfassung beansprucht hitten, muBte abgesehen 
werden. 

Es liegen vor: 

6 Angaben iiber Maltose (5 vom Hund, | vom Menschen). 

Lavulose, 

(davon | intravenés) iiber Traubenzucker, 
; iiber Milchzucker. 

In den friiheren Arbeiten des Instituts ist die Ansicht ausgesprochen 
daB ein Parallelismus zwischen der Héhe des Blutzuckers und der Gréb 
der K.-H.-Verbrennung nicht besteht. Die Ansicht ist namentlich im 
Falle der Verbrennung des Traubenzuckers mit Beispielen belegt (siehe 
Versuche vom 29. August 21. und 20. Oktober 1921). 

Auch in neueren Versuchen findet sich das gleiche. In _ beiden 
Versuchen mit Traubenzucker ist die K.-H.-Verbrennung auf der Hoéhe 

zu einer Zeit, in der der Blutzucker schon 


tse 


* 
- 


te 


Bi Ar . 7 . . 
——s user oder normale (Nr. 1) oder wesentlich tiefere 
i 10,780 . , 
Lf\ ae Se (Nr. 2) Werte angenommen hat. Anderer 
Rali ' 10,160 : : : 7 mee Be 
¢ seits ist im ersten Traubenzuckerversuch 
0.90} \ —+—t+-_+—{ . < : 
I i ’ 10,140 der Blutzucker auf seinem héchsten Wert 
O86} 4 ; aa i es : 
Ha ie \. are angelangt, waihrend der R.-Q. noch nicht 
a2} ‘a \ nah? ™ angestiegen ist (Abb. 3). 
a7al fs u ‘ | Hier sei ein besonderer Versuch er- 
0,080 ; : 
grit} Le waihnt, der aus einer anderen, noch nicht 
[ od j996° =~: veréffentlichten Untersuchungsreihe Prof 
os 2 8 on : ore ; 
i ae Bornsteins stammt. Hier ist die Dextrose 
Abb. 3 intravenéds gegeben. Wir sehen, dab allein 


die Héhe des Blutzuckers sicher nicht 
gleichbedeutend ist mit Verbrennungsvorgiangen, denn unverandert 
steht ein R.-Q. von 0,833 einem von 0,091 auf 0.191 mg (vorher 
schon 0,219) gestiegenen Blutzucker gegeniiber. 

Ahnlich liegen die Verhiltnisse bei den Livuloseversuchen in den 
spiteren Stunden (s. besonders Nr.3). Auch bei unseren Versuchen 
mit Maltose findet man haiufig Entsprechendes. Am klarsten ist der 
Selbstversuch 6, Neben-Nr. 3. 


Versuch 3. In diesem macht die Verbrennung den raschen Anstiex 
des Zuckerwertes nicht mit. Selbst beim Zuckerhéchstwert von 0,239 ist 
eine Verbrennung noch nicht ausgelést. R.-Q. bei 0,85, wahrend sein 
Anfangswert 0,83 war. 
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Versuch 6. Der Beginn Aahnlich wie Versuch 3. Bei allen hohen Blut- 
uckerwerten kann von keiner, oder zumindest keiner betrachtlichen Ver- 
wennung die Rede sein. Erst bei normaler Zuckerhéhe liegt der R.-Q. 
dher und steigt bei dem tiefen Zuckergehalt von 0,069 noch zu seinem 
Spitzenwert von 0,88. 


Gerade Beobachtungen wie diese letzten beiden zeigen, daB kein 
notwendiger Parallelismus zwischen Blutzuckerhéhe und Verbrennungs- 
vorgiangen bestehen muB. So einfach, daB das vorhandene Brenn- 
material im Blute notwendig sofort Verbrennungsvorginge bedeutet, 
liegen die Verhaltnisse also nicht. 


Die Spannung, die in den Traubenzuckerversuchen zwischen den 
meisten R.-Q.-Punkten und den Blutzuckerwerten abgelesen werden 
kann, ist zu offensichtlich. Es betonen sich jetzt damit die Fille, in 
denen von einem direkten Parallelismus zwischen R.-Q. und Blut- 
zuckergehalt nicht die Rede sein darf, mag auch eine Anzahl Versuche 
einen gewissen Zusammenhang scheinbar erkennen lassen. Die Versuche, 
in denen ein Parallelismus nicht besteht, sind die fiir die Beantwortung 
der Frage grundsatzlich wichtigeren. Es miissen also fiir die direkte 
Kinleitung der Verbrennung noch andere Bedingungen gefordert werden. 

Wegen der geringen Ausschlige beim Milchzucker ist von einer 
Wertung abgesehen worden. 


Verhiltnis von spezifisch-dynamischer Wirkung und Blutzucker. 


Es werden dieselben soeben besprochenen Angaben fiir Maltose, 
Lavulose und Traubenzucker gesichtet. 

Maltose 1. Anfanglich ein Hinaufschnellen beider Werte. Wahrend 
der Zucker aber weiter steigt, sinkt die sp. d. W. wieder, um dann abermals 
héhere Werte zu bekommen, wahrend der B.-Z. 








fast wieder zur Norm zuriickgekehrt ist. Wer- “9¢°2_ 2 Bhutpucter 
tung: Sp. d. W. ist unabhangig vom B.-Z. \~ 
Maltose 2. Ein ziemlich ahnliches Bild. °°!" ” 
Gemeinsamer starker Anstieg. Dann aber zum 04s0}4 190 
Teil starke Spannung zwischen der wieder i! a> 
. , 3430'- 
erstmalig abgeklungenen sp. d. W. und dem | 
hohen B.-Z. Der Abfali setzt |. gemeinsam 0,470}, 130 
ein, zeigt am Ende aber doch noch (einmal = J 
eine betontere Ungleichheit. Wertung: Unab- > / 
hangig. 0,370 0, 
Maltose 3. Bei dem Héchstwert des B.-Z. 0,350, — , 580K 
von 0,239 eine noch minimale sp.d. W.  Erst ’ seh , 
| Stunde spater erreicht die sp.d. W. ihre Abb. 4. 


Spitze. Wertung: Unabhangig. 


Maltose 4. Bei der hier beobachteten negativen Zacke der sp. d. W. 
fallt besonders der Gegensatz auf zu dew schon voll erreichten B.-Z.-Héhe. 
Bei schon betrachtlich abgeklungenem B.-Z. von 0,150 ist die sp. d. W. 
noch deutlich ausgeprigt. Wertung: Unabhangig. 
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Maltose 5. Hier ist zum erstenmal ziemlich annihernde Parallelitii: 
vorhanden. Wertung: Gleichlaufend. 

Maltose 6. Wiederum das bedeutend hiufigere Bild. B.-Z.-Héchst- 
wert zu einer Zeit, in der noch keine sp. d. W. vorhanden ist, und weite: 
umgekehrt bei deutlich ausgebildeter sp. d.W. annahernd normale B.-Z. 
Werte (vgl. Abb. 1). 

Bei der Lavulose (Versuch 2) ist eine deutlich verkiirzte sp. d. W. fest 
zustellen. Gemeinsamer Anstieg, aber friiheres Abklingen der sp. d. W. 
vor dem Héhepunkt der Zuckerkurve, die sich wesentlich etwas linge: 
héher halt. 

Lavulose 3 gibt gemeinsame Anstiegwerte. Aber hier sinkt der B.-7 
deutlich schneller bei tiber 3 Stunden fortbestehender sp. d. W. 

Ldvulose 1. Dem energischen Anstieg der Zuckerwerte halt die 
sp. d. W. nicht Schritt. Erst bei normalen Zuckerwerten ist diese voll 
ausgebildet. Ihr Abfall ist langsamer. Die zuletzt beschriebene Beoh 
achtung ist auch wieder die wertvollere, da sie eindeutig zeigt, daB durchaus 
keine Koppelung, wie man sie bei 2 und 3 fiir den Anfang doch noch an- 
nehmen kénnte, besteht. 


Man mu8 zu dem SchluB kommen, daB die sp. d. W. nicht not- 
wendig Ausdruck ist fiir den Teil der assimilatorischen Phase, der es 
mit der Aufnahme der K.-H. aus dem Darm in die Chylus- und Blut- 
gefaBe zu tun hat. Aber auch der ,,Gewebereiz‘ des erhéhten Blut 
bzw. Gewebezuckers ist nicht direkt fiir die sp.d. W. verantwortlich 
zu machen. Ein Blick auf den Abstand der entsprechenden Werte 
beim Traubenzucker zeigt ebenfalls, daB ein unbedingt gleichzeitig 
verlaufender Ablauf nicht vorhanden ist. Beim Versuch | ist der Unter- 
schied beim fiinften Teilversuch gut ersichtlich, wahrend ebenfalls 
eine Spannung beim zweiten Versuch besteht, hier aber gerade in 
den Anfangswerten. 


Zusammenfassung. 


1. Untersucht man den EinfluB der Zufuhr von 100g K.-H. auf 
den respiratorischen Stoffwechsel des niichternen Menschen nach de1 
Zuniz-Geppertschen Methode, so ergibt sich ein Mehrverbrauch, welche: 
durchschnittlich 1,15 bis 9,25 Proz. der mit den K.-H. zugefiihrten 
Kalorien entspricht. Versuche an Hunden mit entsprechenden K.-H 
Mengen zeigen ein gleiches Ergebnis. Den geringsten Mehrverbrauch 
verursacht von den untersuchten Stoffen Milchzucker, dann Trauben 
zucker, Maltose, Rohrzucker, Livulose; am wirksamsten ist Stirke 


2. Der Mehrverbrauch (die ,,spezifisch-dynamische Wirkung” 
setzt in vielen Fallen, namentlich in den Versuchen mit Traubenzucker 
schon wesentlich friiher ein als die Verbrennung des Zuckers. Die 
sp. d. W. hat also nichts mit der dissimilatorischen Phase des K.-H.- 
Stoffwechsels zu tun. 





Haupttabelle *). 
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3. Es werden friihere Befunde unseres Instituts bestatigt, daB die 
Verbrennung der K.-H. unabhangig vom Verlauf der B.-Z.-Kurve ist. 

4. In einigen Versuchen findet sich zweifellos ein gewisser Par- 
allelismus zwischen Hohe des B.-Z. und GréBe der sp.d. W. In haufigeren 
anderen Versuchen jedoch wird ein solcher Parallelismus vermiBt, so 
daB ein Gewebereiz durch den Blutzucker als Ursache der sp. d. W. 
ausgeschlossen werden kann. 


Literatur. 


1) Handb. d. Biochem., 2. Aufl, 6, 1926, ,.Die spez.-dyn. Wirkung der 
Nahrungszufuhr**, S. 612, Rostock, E. Grafe. 2) A. Gigon, Pfliigers Arch. 
f. d. ges. Physiol. 140, 1, 1911. — 3) Benedict und Carpenter, Carnegie Inst. 
Public. 1918, S. 261. 4) 4. Bornstein und Kurt Holm, diese Zeitschr. 180, 
209, 1921. 5) Kurt Holm, Zeitschr. f. exper. Med. 37, H. 1/2. 

6) O. Tégel, E. Brezina und A. Durigh, diese Zeitschr. 50, 296, 1913. 











Analytische Mitteilungen. VI. 


Von 


Ludwig Pineussen. 


Uber die Bestimmung des Calciums im Serum. 


Von 
Paula Schimmelpfeng. 


(Aus der biologisch-chemischen Abteilung des Staédtischen Krankenhauses 
am Urban in Berlin.) 


(Einaegangen am 8. Januar 1927.) 


Die Frage, in welcher Weise das Calcium im Blut gebunden ist 
wird auch neuerdings wieder eifrig diskutiert und dem ,,dialysablen” 
und ,,adialysablen“ Anteil verschiedene biologische Wertigkeit zu- 
geschrieben. Die fiir die Bestimmung angegebenen Methoden beruhen 
darauf, daB bei Dialyse unter bestimmten Bedingungen und in gewisser 
Zeit eine ziemlich konstante Merge als dialysabel gefunden wird. Fiir 
klinische Versuche, besonders an Kindern, sind diese Methoden nicht 
anwendbar. 

Gerade solche Untersuchungen, die im Sauglingskrankenhause 
Berlin-WeiBensee vorgenommen werden sollen, boten nun Veranlassung 
der Frage naherzutreten, in erster Linie aber die verschiedenen gebrauch- 
lichen Methoden zur quantitativen Bestimmung des Calciums im Blut 
serum nachzupriifen und zu vergleichen. Hierbei war an die Méglichkeit 
zu denken, daB zwischen Fallbarkeit durch Oxalsaure und verschiedene! 
Erscheinungsform des Calciums im Blute irgendwelche Beziehungen 
bestehen kénnten. Es ergab sich sehr bald, daB die gewonnenen Wert: 
nicht immer miteinander in Einklang zu bringen waren. Bestimmt 
man z. B. den Kalkgehalt eines Serums nach Kramer und Tisdall'), so 
findet man in vielen Fallen einen wesentlich niedrigeren Wert als be: 


1) Mandel und Steudel, Minimetrische Methoden der Blutunter- 
suchung, 2. Auflage. 











‘iir 
ht 


ren 
rte 
mit 


bet 





P. Schimmelpfeng: Bestinumung des Ca im Serum. 43 


der Titration nach Veraschung des Serums im Mikrokjeldahlkolben 
Methode von Pincussen und Cronheim')|. Die Unterschiede betragen 
his zu 20 Proz. (Tabelle 1) 


Tabelle 1. 


Quantitative Bestimmung des Calciums im Serum. 





A. Methode Kramer und B. Veraschungsmethode 

Tisdall Pincussen und Cronheim 

mg-Proz. mg+Proz. mg-Proz mg-Proz. 
1) Menschenserum . . . 6.9 73 G0 90 
b) Hammelserum. . . . 8.4 8,2 10,6 10,7 


Nach der Methode von Kramer und Tisdall wird demnach, 
wenigstens beim Vorgehen in der iiblichen Weise, nicht die gesamte 
im Serum enthaltene Calciummenge erfaBt. Zwei Ursachen kénnten 
fiir diese Tatsache in Betracht kommen: entweder es gibt im un- 
veraschten Serum Zustandsformen des Calciums, bei denen eine Aus- 


fallung durch Ammoniumoxalat tiberhaupt nicht méglich ist man 
kénnte eine solche Erscheinungsform mit dem ,,adialysablen Calcium‘ ‘ 
identifizieren —, oder aber es ist die von Kramer und Tisdall vor- 


geschriebene Wartezeit von 30 Minuten nach Zusatz der gesittigten 
Ammoniumoxalatlésung fiir die vollstandige Fallung nicht ausreichend. 
Zur Klarung dieser Frage wurden mehrere Versuchsreihen durchgefiihrt 
Die Ergebnisse sind aus Tabelle I ersichtlich. 


Tabelle II. 


Quantitative Bestimmung des Calciums im Serum. 





A. Methode Kramer und Tisdall 


Wartezeit nach Zusatz der gesattigten Ammonium- 


oxalatlésung B. Veraschungs- 


methode J incussen 
und (ronheim 


Nr. Serum 


20 Min. 32 Min. 1 Stde. | 24 Stdn. 48 Stdn. 


mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. | mg-Proz. mg-Proz mg-Proz 

| Hammel- 

serum 6,4 9,2 10.3 12.4 12.2 
2 Menschen- 

serum 90 97 11) 11.) 11,0 
3 = 8.5 9,2 11.5 11.4 
4 m 10,3 10,3 - LOD 
5 a 95 10,1 10,4 12,0 
6 - 9,0 - 10,8 11.0 


1) Mikrobestimmung von Ionen in Organen und ahnlichem Material. 
Diese Zeitschr. 171, 7, 1926. 
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Es geht daraus hervor, dab die nach Methode A (Kramer und 
Tisdall) gefundenen Werte stets dann mit den nach Methode B (Ver 
aschungsmethode nach Pincussen und Cronheim) festgestellten tiberein 
stimmen, wenn die Wartezeit auf mindestens 24 Stunden verlingert 
wurde. Es wird also in 24 Stunden das gesamte Calcium des Serums 
ausgefallt. Ein gesetzmaBiges Ansteigen der Calciumwerte, entsprechend 
der Verlangerung der Wartezeit von 32 Minuten auf 1 Stunde, 24 Stunden 
und 48 Stunden, ist nicht zu erkennen. Bei Serum Nr. 4 ergab die 
Calciumbestimmung nach Kramer und Tisdall schon nach 32 Minuten 
Wartezeit den endgiiltigen Wert, wihrend das Ergebnis bei Serum Nr. | 
und Nr. 5 noch nach | Stunde wesentlich hinter dem nach 24 Stunden 
Wartezeit festgestellten zuriickblieb. Die Absicht, in einem Parallel- 
versuch das Verhiltnis des dialysierbaren Kalkanteils zum _ nicht 
dialysierbaren zu bestimmen und dadurch vielleicht das verschiedene 
Verhalten einzelner Seren zu erklairen, scheiterte an den zur Verfiigung 
stehenden, nicht kalkfreien Pergamenthiilsen. Selbst nach griind- 
lichem Auswassern dieser Hiilsen wurden im Leerversuch noch 2 bis 
5 mg Calcium festgestellt. Eine Klarung bleibt weiteren Untersuchungen 
auf anderem Wege oder mit anderem Material vorbehalten. 

Hierbei sei erwihnt, daB die quantitative Bestimmung des Calciums 
im Blute nach der in der Mikromethodik von L. Pincussen') veréffent- 
lichten Anweisung bei Einhaltung von 16 Stunden Wartezeit nach 
Zusatz einer 3proz. Ammoniumoxalatlésung zuverlassige Werte ergibt. 
Bei dieser Methode ist also schon mit einer langere Zeit in Anspruch 
nehmenden Ausfallung des Calciumoxalats gereehnet. 


Zusammenfassung. 


Die nach der Methode von Kramer und Tisdall im Serum 
bestimmten Calciumwerte sind in vielen Fallen zu niedrig. Sie stimmen 
nur dann mit Sicherheit mit der nach Veraschung des Serums (Methode 
Pincussen und Cronheim) gefundenen Gesamtmenge iiberein, wenn 
statt der vorgeschriebenen Wartezeit von 30 Minuten nach Zusatz 
der Arnmoniumoxalatlésung eine Wartezeit von 24 Stunden bis zum 
Zentrifugieren eingehalten wird. Unterschiede zwischen verschiedenen 
Erscheinungsformen des Calciums lassen sich mit der Fallungsmethode 
nicht klar erkennen. 





1) 3. Auflage. Leipzig, Verlag von Georg Thieme, 1925. 
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Beitrige zur allgemeinen Biochemie komplizierter Salzlésungen. 


I. Mitteilung: 


Untersuchungen iiber die biologischen Wirkungen des 
Wiesbadener Thermalwassers. 


Von 


Karl Harpuder. 


(Aus dem stadtischen Forschungs-Institut fiir Baderkunde und Stoffwechsel, 
Wiesbaden.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1927.) 


Bisher hat man sich im groBen und ganzen darauf beschrankt, die 
Kinfliisse der Mineralwiasser auf den Stoffwechsel oder sonstige Lebens- 
iuBerungen des Gesamtorganismus zu untersuchen, ohne freilich ein- 
deutige Feststellungen machen zu kénnen. Demgegeniiber erschien es 
nicht ohne Interesse, sich einmal mit den allgemeinen physiologischen 
Wirkungen dieser kompliziert zusammengesetzten Salzlésungen zu 
beschaftigen. Zweierlei Vorteile konnten von derartigen Untersuchungen 
erwartet werden: 1. neue physiologische Erkenntnisse itiber die Wirkung 
von Salzkombinationen und einzelner, bisher wenig beachteter Bestand- 
teile derselben ; 2. Aufschliisse iiber die allgemein-biologischen Wirkungen 
des vorliegenden Mineralwassers, die vielleicht auch imstande sein 
kénnten, als Grundlage und Richtweiser fiir eine spatere Erforschung 
von Einfliissen auf den Gesamtorganismus zu dienen. 

Die folgende erste Mitteilung hat zur Aufgabe, die physiologischen 
Eigenschaften und Eigenheiten des Wiesbadener Thermalwassers 
méglichst umfassend festzustellen, ohne dai zuniichst der einzelne 
Effekt eingehender analysiert wird. 

Die zahlreichen Thermalquellen Wiesbadens sind sehr ahnlich zusammen- 
gesetzt. Das Wasser enthalt im Liter ungefahr 2,7 g Na’, 0,1 g K’, 0,35 ¢ Ca” 
und geringe Mengen NH,, Sr’, Mg”, Fe” und Mangan. Von Anionen sind 
vorhanden 4,6 g Cl’, 0,6 ¢ HCO}, in Spuren HPO’, NO}, J’, Br’. Ferner 
sind Borsaéure, Kieselsiure, Arsensiure und Titanséure nachweisbar. Der 
Gehalt an freiem CO, betraigt etwa 0,3 g pro Liter. 

Die nachstehenden Untersuchungen wurden an der Schiitzenhofquelle 
durehgefiihrt. Zum Vergleich gegeniiber den Wirkungen des Thermalwassers 
diente Ringerlésung mit 0,9 Proz. NaCl, 0,02 Proz. KCl, 0,02 Proz. CaCl,, 
0,03 Proz. NaHCO,. Die Reaktion beider Fliissigkeiten wurde, wo ndétig, 
an der Gaskette mit Differenzen von + py 0,03 auf die fiir den Versuch 
gewiinschte GréBe gebracht, wozu die freie CO, entfernt und éfter kleine 
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Mengen Salzsiure oder Natronlauge zugesetzt werden muBten. In manch« 
Fallen war es nétig, eine verdiinnte, dem Thermalwasser isotone Ringe: 
lésung zu verwenden. Die Versuche wurden stets mit frischem Therma! 
wasser angestellt, in dem eventuell sogar eine Spur Kahlbaumscher Stark: 
aufgelést wurde, was sich im vorliegenden Falle bestens bewahrte, um de: 
Ausfall von Salzen zu vermeiden. 

Zur Beobachtung wurde herangezogen der EinfluB des Therma! 
wassers auf: 

1. EiweiBkérper (Albumin, Globulin, Casein), 
2. Himolyse durch lipoidlésliche Stoffe, Warme, Hypotonie. H 

und OH’, 

3. Permeabilitat von menschlichen Erythrocyten fiir Dextrose. 
4. Ferment- und andere katalytische Prozesse, 
5. Atmung und Giarung von Hefezellen, 
6. Vermehrung von Hefezellen und Bakterien, 
7. Phagocytose, 
8. den quergestreiften Kaltbliitermuskel. 


Ich lasse nun eine Besprechung der gewonnenen Resultate folgen 


1. Einflu8 des Thermalwassers auf EiweiSkérper. 


Globulin wurde aus Rinderserum durch Halbsattigung mit Ammon 
sulfat gefallt, dreimal umgefallt und 14 Tage gegen flieBendes Leitungs 
wasser und destilliertes Wasser dialysiert. Der salzfreie Riickstand 
wurde im Thermalwasser zu einer Konzentration von etwa 3 Prom 
gelést und hiervon je 5ccm mit steigenden Mengen n 20 und n 100 
HCl versetzt. Maximale Flockung trat bei py etwa 5,1 in einer Fallungs- | 
zone von py etwa 5,4 bis 4,7 auf. Die Reaktionen wurden an der Gas- 
kette gemessen. Albumin wurde aus Rinderserum durch Sattigung 
mit Ammonsulfat gewonnen, im iibrigen behandelt wie das Globulin 
Von seiner etwa 3prom. Lésung im Thermalwasser wurden je 5 ccm 
mit steigenden Mengen n/20 bzw. n/100 HCl gemischt. Dann wurde 
teils festgestellt, bei welchen Reaktionen durch Zusatz von 2 ccm 
%6proz. Alkohol die starkste Fallung hervorgebracht wurde, teils wurde 
die minimale Alkoholmenge ermittelt, die in den einzelnen Réhrchen 
noch Triibung hervorrief. Das Maximum der Instabilitat fand sich 
bei pu 6,2 in einem Flockungsbereich von py 6,3 bis 5,8. Eine 1 prom 
Caseinlésung (Hammarsten) wurde so hergestellt, daB von einer | proz 
Lésung in n/100 NaOH Leem mit 9ccm Thermalwasser verdiinnt 


wurde. Je 10 ccm hiervon wurden mit n/10 und n/100 HCl titriert . 
Stairkste Fiallung zeigte sich in einem Bereich von py 4,6 bis 4,3. Dv « 
J.P. aller drei EiweiBkérper werden also, wie wohl zu erwarten wa! . 

g 


durch das Thermalwasser verdndert. 
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2. Himolyse. 

Die Hamolyseversuche wurden durchwegs an menschlichen Erythro- 
cyten angestellt. Das Blut wurde sehr vorsichtig defibriniert, der 
Kérperchenbrei zweimal in der Zentrifuge mit Thermalwasser oder 
Ringerlésung gewaschen. Beide Salzlésungen hatten gleiches py und 
ein 0 038°. Der Grad der Hamolyse wurde entweder in der 
salzsauren Lésung des Haimatins im Autenriethschen Kolorimeter 
bestimmt oder zeitlich, indem der Eintritt vollstandiger Auflésung 
festgestellt wurde. Wurden z. B. 0.2 eem Blutkérperchenbrei in 12 cem 
Thermalwasser und Ringerlésung suspendiert, bei Zimmertemperatur 
stehengelassen, nach 1 oder 2 Stunden ausgeschleudert und von der 
iiberstehenden Lésung 10 ccm mit | ccm n/l HCl versetzt, gegen den 
in emem den Versuchsbedingungen entsprechenden Volumen auf- 
gelésten, gesamten Blutkérperchenbrei kolorimetrisch verglichen, so 
ergab sich: 





Thermalwasser Pu 7.42 | Ringer Pu 7.44 
Zusatz ' Versuchszeit d = — 0,38° J 0,38° 


Proz. Lyse Proz. Lyse 


Odeem Chloroform jh 40 6S 7 
O.ecem Toluol . 1 47 47 
O.eem Ather =“ l 47 46 
3cem 96 proz. Alkohol | 37 10 
deem 10 proz. Urethan 2 6 -- 
2cem 1 proz. Natr. cholalie. 2 100 16 


Bei 2 Stunden langer Einwirkung einer Temperatur von 50°C _ be- 
trug die Lyse im Thermalwasser 27 Proz., in Ringer 7 Proz. 

Wurden die 0,.2cem Blutkérperchenbrei in 12 ccm der beiden 
Salzlésungen (px 7,63; 7,60) suspendiert und nun nach Zusatz steigender 
Mengen von Chloroform der Zeitpunkt vollstindiger Lyse bestimmt, 
so ergab sich: 





. " ge 
Chloroformzusatz 100 proz. Hamolyse 100 proz. Hamolyse 
com im Thermalwasser in Ringer 
0,05 nach 17) noch nicht nach 175 
01 63’ 47’ 
0,15 45.5’ 31 
0,25 25’ 18’ 
0,40 12’ 7.5’ 
0,50 y 55’ 


Es ist also die Verzégerung der Chloroformhamolyse im Thermal- 
wasser bei  verschiedener Chloroformkonzentration nachweisbar. 


Quantitativ stimmen tibrigens die einzelnen Versuche mit Blutkérper- 
chen verschiedener Menschen nicht iiberein, so daB nur Resultate am 
gleichen Material direkt vergleichbar sind. 
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In ahnlicher Weise zeigte sich, daB auch die Beschleunigung der 
Alkoholwirkung im Thermalwasser bei jeder Alkoholmenge vorhanden 
ist, soweit die Lyse nicht sofort und tiberhaupt noch nachweisba: 
auftritt. 

Anders verhalt sich wiederum Saponin (puriss. Merck), hier ist 
der EinfluB der Salze von der Menge des Hamolyticums abhangig 
So wurde 0,] cem Blutkérperchenbrei in 10 ccm Quellwasser bzw 
Ringer (mit px 7,62 und 6 = — 0,38°) von 0,4 und 0,35 cem 0,2 proz 
Saponinlésung in 135 bzw. 95 Sekunden vollstandig aufgelést, bei 
0,25 und 0,20 cem war die Lyse ungefahr gleich und bei 0,1 com Saponin 
verlief sie im Thermalwasser um etwa 20 Proz. schneller als in Ringer 

Die Hypotonieresistenz der roten Blutkérperchen im Thermal. 
wasser wurde gepriift, indem fallende Mengen desselben mit de- 
stilliertem Wasser auf 5 ccm ergiinzt und mit 0,1 cem Blutkérperchen- 
brei gemischt wurden. Nach 2 Stunden Stehen bei Zimmertemperatur 
wurde ausgeschleudert. Entsprechende Verdiinnungen des Quell. 
wassers ohne Zusatz von Erythrocyten wurden zur Gefrierpunkts- 
bestimmung herangezogen. 


Es fand sich beginnende Hiamolyse bei 06 0,260°, 0,255°, 
0,260°. Vollstaindige Auflésung wurde festgestellt bei 6 0,200°, 
0,190°, — 0,195°. py war in diesen Versuchen 7,36 bis 7,62. In Ringe 

fanden sich entsprechende Werte von 0,270 bis 0,275° und — 0,210°. 


Die Auflésung der roten Blutkérperchen durch H' und OH’ wurde 
gemessen, indem 12cem der beiden Salzlésungen von gleicher Re- 
aktion und gleichem 46 miit 0,2cem Blutkétperchenbrei und mit 
steigenden Mengen n/5 HCl und n/5 baw. n/1 NaOH versetzt wurden 
Nach 2 Stunden wurde ausgeschleudert, auf gleiches Volumen auf- 
gefiillt, 5cem der Fliissigkeit zur Kolorimetrie verwendet. im Rest py 
bestimmt. Aus vier Versuchen ergibt sich im Mittel, daB die Hamo- 
lyse im Thermalwasser bei py etwa 6,4 beginnt, bei py etwa 4,8 voll- 
standig ist, auf der alkalischen Seite tritt Hiamolyse bei py etwa 9,7 
bis 9,8 auf. In Ringer sind die entsprechenden Reaktionen py 6,1 bzw. 
4,6 baw. 9,90 bis 10,0. 








Thermalwasser. 
n5HCI 0,25 0,30 0,325 0,35 0,375 0,40 0,425 
Proz. Lyse . —_ Spur 8—10 40 70 100 
 —es 6.5 6,38 6.2 _ 6,08 5.4 4.8 
a/S bow. 0,25 0,5 010 | Ou 0,12 0,14 0.15 
nl NaOH 3 - 
Proz. Lyse . — — Spur 20 40 90 100 
_ 9,72 9.98 10,15 - 10,45 


Pa 
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Ringer. 

n/5 HCl 0,125 0,150 0,175 0,20 0,225 0,250 0,275 
Proz. Lyse . Spur 10—15 30 40 8) 100 100 
Pa ° “a ° 6.13 5.96 53 4,87 4.58 

n/5 NsOH 0,175 0,20 0,225 0,250 0,275 0,30 0325 
Proz. Lyse . _— Spur | etwa 10 4) 80—90 = 100 100 
9,98 10,15 _ 10,28 10,46 


Im ganzen ergibt sich aus den vorstehenden Versuchen erneut, 
wie stark die Hamolyse durch Salze beeinfluBt wird und daB die gleiche 
Salzkombination verschiedene Lytica, und zwar auch solche, denen man 
geneigt ware, gleiche Angriffspunkte an der Plasmahaut zuzuschreiben, 
wie Chloroform, Ather, Alkohol, in ihrer Wirkung verschieden veriindert. 


8. Permeabilitét der Erythrocyten. 


Untersucht wurde lediglich die Aufnahme von Traubenzucker 
aus den beiden Salzlésungen — Thermalwasser und Ringer — nach 
Dextrosezusatz und die Abgabe von Dextrose durch Erythrocyten 
an die zuckerfreien Lésungen. Ob es sich im ersten Falle um Adsorption 
des Zuckers an die Blutkérperchen oder um Durchtritt desselben 
handelt, wurde nicht beriicksichtigt. Zur Verwendung kamen mensch- 
liche Blutkérperchen aus Citratblut, die dreimal mit physiologischer 
NaCl-Lésung gewaschen wurden. 1 ccm Blutkérperchenbrei wurde mit 
2cem Salzlésung vermischt, die zuckerfrei war oder bis 0,3 Proz. 
Dextrose enthielt, und der Zuckergehalt der Erythrocyten, eventuell 
der Lésung, und der gesamten Mischung sofort und nach 2 Stunden 
langem Stehen im Eisschrank (zur Hintanhaltung der Glykolyse) nach 
Hagedorn-Jensen bestimmt. Die Resultate waren im Quellwasser und 
in Ringer sowohl fiir Aufnahme wie fiir Abgabe der Dextrose annaihernd 

mit Differenzen von einigen Prozenten — gleich. 


4. Ferment- und andere katalytische Prozesse. 

DaB die Wirkung vieler Fermente wesentlich von dem anorganischen 
Milieu abhingt, in dem sie sich befinden, ist lingst bekannt. Freilich 
ist es nicht entschieden, ob es sich dabei um Beeinflussung von Begleit- 
stoffen oder der Fermente selbst handelt, haufig diirfte wohl das erste 
der Fall sein. Die Wichtigkeit der Salze fiir die Fermente ist damit 
auch keineswegs in Frage gestellt, da die Fermente in natiirlichem 
Zustande immer an Begleitstoffe gebunden sein diirften. Besonders 
deutlich ist der Selzeffekt bei Amylasen und Katalasen. Der Einflu8 
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des Thermalwassers auf wasserstoffsuperoxydzerlegende Ferment: 
kann nicht untersucht werden, da es selbst katalytisch wirkt, wie von 
L. Fresenius kirzlich gezeigt worden ist. Deutlich unterscheidet sich) 
dagegen die Wirksamkeit der Speichel- und Pankreasdiastase im Quel! 
wasser von der in Ringerlésung. 


Dialysiert man menschlichen Speichel 48 Stunden gegen destillierte- 
Wasser, verdiinnt mit Wasser |: 200, bringt je 5ccm Fermentlésung mit 
2cem 2proz. Lésung Kahlbaumscher Starke und je 20 com Thermalwasse: 
und Ringer zusammen und verfolgt den Starkeabbau durch die Jodreaktion 
(2cem n/1000 Jod), so zeigt sich bei py 6,06 die Diastasenwirkung im 
ersten um etwa 25 Proz. stirker als im zweiten. Das Reaktionsoptimum 
liegt fiir die Speicheldiastase in Thermalwasser bei pg 6,8 bis 6,6, die Wirkuny 
fallt langsam nach der sauren und alkalischen Seite ab, so daB bei py 6,27 
noch fast optimaler Abbau stattfindet. In Ringer ist die optimale Reaktion 
ziemlich scharf bei py 5,87 bis 5,99. 

Als Pankreasdiastase kam ein Trockenpraparat von Freund und Redlich 
zur Verwendung, das nur kurze Zeit gelést haltbar war und deshalb nicht 
dialysiert werden konnte. 0,1 g Fermentpulver wurde mit Wasser an- 
gerieben, auf 50 ccm gebracht und 4 Stunde geschiittelt. Die Ansitze 
entsprachen denen bei der Speicheldiastase. Nach ein- und zweistiindigem 
Stehen bei Zimmertemperatur wurde die Jodreaktion angestellt. pg im 
Thermalwasser 6,81, in Ringer 6,76. Der Abbau ist im Thermalwasser um 
etwa 30 Proz. starker. Optimale Fermentwirkung fiir das Quellwasser bei 
Pu 6,5 bis 6,4 mit allmahlichem Abfall auf der sauren, etwas rascherem 
Riickgang auf der alkalischen Seite. In Ringer optimaler Abbau bei pg 6,9 
bis 7,1. 


Auch Pepsin erwies sich als beeinfluBbar. Von einew Griiblerechen 
Trockenpraparat wurden 2- und 4proz. Lésungen hergestellt. Casein 
Hammarsten wurde 2proz. in n/l HCl gelést. 40 ccm Thermalwasser 
und Ringerlésung wurden mit 10 cem Caseinlésung und 5 ccm Ferment 
lésung versetzt und | bis 3 Stunden bei 40° im Brutschrank gehalten 
Danach wurden 5 ccm des Gemisches mit 3 cem gesattigter Sublimat 
lésung und 2 cem n/1 HCl enteiweiBt und mit 5 cem Filtrat der Rest-N 
duych Mikrokjeldahl bestimmt. Die Reaktion variierte in vier Ver- 
suchen zwischen py etwa 1,5 bis etwa 3,6. Bei letzterer Reaktion war 
kein sicherer Abbau nachweisbar. Bei py etwa 1,5 bis etwa 2.5 war 
der Abbau im Thermalwasser um 28 bzw. 22 bzw. 18 Proz. gréBer als 
in Ringer. So betrug der Rest-N in einem Versuch mit py 1,64 bzw. 1.66 
sofort 2,52 mg-Proz., nach 3 Stunden im Quellwasser 35,70 mg-Proz 
in Ringer 27,76 mg-Proz. 

Die tryptischen Wirkungen des vorhin genannten Pankreatin- 
praparats unterschieden sich dagegen in den beiden Salzlésungen nicht 
wesentlich. Die Versuchsanordnung war wie beim Pepsin. 2 proz 
Fermentlésung, 2 proz. Caseinlésung in n/100 NaOH, py 7,27, Rest- 
bei Beginn 8,32 mg-Proz.. nach 2 Stunden im Thermalwasser 
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23,4 mg-Proz., in Ringer 21,4 mg-Proz. In einem weiteren Versuch, 
pu 7,53 baw. 7,57, Rest-N sofort 11,76 mg-Proz., nach 3 Stunden im 
Thermalwasser 34,9 mg-Proz., in Ringer 36,7 mg-Proz. Ahnlich um 
geringe Werte differierende Resultate ergaben zwei weitere Versuche. 

Zur Untersuchung der Seruwmlipase wurden Thermalwasser und 
Ringer von py 7,42 bzw. 7,44 mit Tributyrin, je 20 Tropfen auf 20 ccm, 
|, Stunde geschiittelt, filtriert und 18 ccm der Lésungen mit 2 cem 
Serum angesetzt. Die TropfengréBe wurde sofort und nach Stehen bei 
Zimmertemperatur mit dem T'raubeschen Viskosistagonometer ge- 
messen. So ergab sich z. B. fiir jeden Tropfen eine durchschnittliche 
GréBe von: 





Sofort | Nach 2 Std. Nach 4 Std. 
Thermalwasser. .. . 63 70 80 Teilstrichen 
SE ea dw 63 65 72 “ 


Mit zwei anderen Seren wurden ahnliche Werte erhalten, in zwei 
weiteren Fallen waren die Abbauunterschiede nur angedeutet, so da8 
die TropfengréBe z. B. im Quellwasser von 64 auf 77, in Ringer von 
63 auf 74 in 4 Stunden zunahm. Immerhin ist in allen untersuchten 
Fallen — fiinf — eine verstirkte lipolytische Funktion des Serums 
unter dem EinfluB der Mineralwassersalze nachweisbar gewesen. 

Kein Unterschied war dagegen fiir die Haémoglykolyse festzustellen. 
Menschliches Blut wurde vorsichtig defibriniert, die Blutkérperchen 
einmal mit physiologischer NaCl-Lésung gewaschen und 1 ccm Erythro- 
eytenbrei mit 2 ccm der beiden Salzlésungen von py 7,44, die jeweils 
einen Zusatz von 0,150 Proz. Dextrose bekamen, gemischt. Sofort und 
nach 4 Stunden Bebriitung bei 40° wurde der Gesamtzuckergehalt 
nach Hagedorn-Jensen bestimmt. So ergab sich 


sofort im Thermalwasser 0,166 Proz., nach 4 Stunden 0,088 Proz. 
in Ringer WP” ie a " 0,086, 
oder 
sofort im Thermalwasser 0,139 Proz., nach 4 Stunden 0,090 Proz. 
in Ringer ss: wen Ie - 0,087 ,, 


Angesichts der auf dem Gehalt an Ferro- und Manganoionen 
beruhenden katalytischen Wirkungen des Wiesbadener Thermalwassers 
lag es nahe, zu versuchen, ob es auch als 0,-Ubertrager funktionieren 
kénne. Uns interessierte von den vielen Wegen die zur Entscheidung 
dieser Frage gangbar waren, vor allem der Finfluf des Quellwassers auf 
die Oxydation von Aminosiuren an Tierkohle. Suspendiert man nun 
0,50 g Merckscher Tierkohle in 10 com Thermalwasser und Ringer mit 
| Proz. Glykokoll, bringt in Barcroft-Manometer (modifiziert nach 


4* 
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Warburg und Negelein), durchliiftet mit O, und bestimmt unter Ab 
sorption der CQ, durch Kalilauge die Sauerstoffzehrung, so ist zwar 
eine Steigerung des O,-Konsums im ersten Falle unverkennbar, aber 
sie ist recht gering. Anders, wenn man Tierkohle, etwa 1 g auf 200 ccm 
mit dem frischen Quellwasser schiittelt, filtriert, den Riickstand im 
Trockenschrank bei 150° etwa 1 Stunde trocknet und nun gegen eine mit 
Ringerlésung in gleicher Weise behandelte Kohle vergleicht. Dabei 
muB darauf geachtet werden, daB die Erhitzung der beiden Kohle- 
sorten nach Temperaturhéhe und Dauer fiir den einzelnen Versuch 
dieselbe ist, da sonst groBe Unterschiede in der Oxydationskraft ent- 
stehen kénnen. 





O.-Konsum O.*Konsum 
Losung in 30 Min. | in 60 Min | Losung in 30 Min. in 60 Min 
cmm cmm cmm cmm 


Thermalwasser 94,34 184,25 
105,77 = 199,96 
Ringer 42.46 76,75 

a 36,21 72,42 


Thermalwasser 92,86 167,04 3 
3 
3 
3 
Thermalwasser 107,62 223,21 4 Thermalwasser 101,24 215.54 
4 
4 
4 


n 86,94 162,29 
Ringer 35,17 62,69 
9888 62.86 ; 

‘ 131,04 267,84 e 101,94 217,46 
Ringer 29,34 68,59 Ringer 32,92 85,58 

n 24,69 51,03 29,48 73,70 





wMNwNw Kee 


pu war im ersten Versuch 7,03 bzw. 7,07, im zweiten Versuch 
6,85, ebenso im dritten, im vierten 7,01 bzw. 7,03. Jeder Ansatz bestand 
aus 10ccm Thermalwasser oder Ringerlésung mit n/5 Glykokoll und 
0,5 g in der oben angegebenen Art priparierter Tierkohle. Die Oxydation 
erfolgte in reiner O,-Atmosphiire bei 37° unter Absorption der CO, 
durch Kalilauge im Barcroft-Manometer bei standiger, gleichmaBiger 
Schiittelung. 

Aus den Versuchen geht hervor, daB die Praparation der Tierkohl 
mit frischem Thermalwasser eine erhebliche Steigerung ihrer Oxydations- 
kraft gegeniiber Glykokoll, damit wohl iiberhaupt gegeniiber Amino- 
siuren bewirkt. Mit Untersuchungen iiber die Oxydationen des Cysteins, 
der Fructose, die nach Warburg Eisenkatalysen sind, der Methylenblau 
reduktion im Thermalwasser befaBt sich das Laboratorium von 
Dr. Fresenius, Wiesbaden. 


5. Atmung und Girung von Hefezellen. 


Die Steigerung der Verbrennungsprozesse an Tierkohle erlaubt 
natiirlich keine Riickschliisse auf den EinfluB der Salze bei Oxydations 
vorgingen in der Zelle. Um dariiber Aufschlu8 zu erhalten, wurden 
Versuche iiber die Atmung von Hefezellen im Thermalwasser und in 
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Ringer von gleichem py und mit Zusatz gleicher Dextrosemengen 
angestellt. Diese Versuchsanordnung schien brauchbar, wenn auch 
die kiinstlich geziichtete Hefe immer neben der Atmung einen lebhaften 
anaeroben Stoffwechsel betreibt. 


Gewoéhnliche Backerhefe wurde dreimal auf der Zentrifuge mit 0,9 proz. 
NaCl-Lésung gewaschen, dann wurde eine etwa | proz. Suspension hergestellt 
und geschiittelt. In Negeleinsche AnsatzgefiBe fiir Barcroft-Manometer 
wurden 9 cem Thermalwasser bzw. Ringer mit einem Gehalt von 0,2 Proz. 
Dextrose und lcem Hefeaufschwemmung eingefiillt, mit O, durchliiftet 
und nun in tiblicher Weise im Schiittelthermostaten bei 26° unter Absorption 
der CO, durch Kalilauge die Sauerstoffzehrung gemessen. 








O2-Konsum O,+Konsum 
Losung in 15 Min. Tin 45 Min. Lésung ‘in 15 Min. in 45 Min. 

cmm cmm cmm cmm 
1  Thermalwasser S888 266,65 2 Ringer 80,77 213,98 
| ie 88,44 274,16 2 n 79,59 | 228,47 

tinge 31,65 | 230,25 a To oe pe 
Ringer rede | 21917 | 3. Thermalwasser 101,25 298,74 
° " a 8 a 98,76 291,34 

2  Thermalwasser 94.71 395,37 3 Ringer 52,67 149,51 
2 - 91,55 286,74 3 = 51,59 155,29 


Die Reaktion betrug im ersten Versuch py 4,56 bzw. 4,53, ebenso 
im zweiten Versuch, beim dritten Versuch dagegen px 7,4. 


Ahnliche Resultate wurden in drei weiteren Versuchen unter den 
gleichen Bedingungen erzielt. Die Oxydationssteigerung an Hefe, die 
das Thermalwasser gegeniiber der Ringerlésung hervorruft, ist bei 
der in iiblicher Weise angewendeten sauren Reaktion zwar deutlich, 
aber keineswegs sehr erheblich. Dagegen ist bei eben alkalischem 
Milieu eine Erhéhung des O,-Konsums um etwa 100 Proz. nachweisbar, 
ein sehr interessantes Ergebnis, das noch eingehenden Studiums bedarf. 


DaB die Gdrungsprozesse der Hefe von Salzen beeinfluBt werden, 
ist bekannt und wiederholt untersucht worden. Wir beobachteten 
die Eimwirkung des Quellwassers auf Hefegiirung im Vergleich zu 
Ringer bei folgender Versuchsanordnung: 


0,1 g Backerhefe wurde mit 10 ccm Quellwasser oder Ringer zweimal 
auf der Zentrifuge gewaschen und dann in 10 ccm der entsprechenden 
Fliissigkeit suspendiert. 0,2cem dieser Aufschwemmungen wurden mit 
0,8 cem Thermalwasser bzw. Ringer von gleichem py in ManometergefiBe 
nach Negelein eingebracht. Je leem 25proz. Dextroselésung in Quell- 
wasser oder Ringer kam in die Birne der GefaBe. Die Manometer wurden 
zusammengesetzt, mit CO, durchliiftet und im Schiittelthermostaten bei 
26° nach Eintritt des Temperaturausgleiches zunachst die Eigengéirung 
bestimmt. Hierauf wurde die Dextrose in die GefiBe eingekippt. Die jetzt 
gemessene CO,-Produktion war z. B. 








54 K. Harpuder: 








C Og-Produktion C OgsProduktion 
Lésung in 30 Min. in 00 Min. Lésung in c Min. in 60 Mir 
cmm cmm cmm cmm 
1 Thermalwasser 93,82 | 197,52 | 2 Ringer 56,42 98,12 
1 ~ 99,19 | 210,12 | 2 M 55,63 98,30 
ger 70.95 37.17 one ‘ . 
Ringer 68 o8 oe 3 Thermalwasser 104,03 198,69 
” 6 _ 3 a 108,52 212.43 
2  Thermalwasser 75,94 148,14 3 Ringer 66,66 130,86 
2 a 70,41 144.26 3 ie 75,68 151,36 


Die Reaktion der Lésungen schwankte zwischen py 4,5 und 4,6. 


Ersichtlich verliuft die Hefegirung bei AusschluB von O, im 
Thermalwasser erheblich — rund um 50 Proz. — starker als in Ringer 
Es ist zunichst auffallend, daB die gleiche Salzlésung sowohl Atmung 
als Garung der Hefe erhéht, wahrend sonst oxydationssteigernde 
Einfliisse die anaerobe Energieproduktion zu hemmen pflegen und 
umgekehrt. Doch angesichts der komplizierten Zusammensetzung des 
Quellwassers ist die Annahme gerechtfertigt, daB bestimmte Bestand 
teile den einen, andere den zweiten ProzeB steigern. Dafiir soll spiter 
der Beweis versucht werden. 


6. Vermehrung von Hefezellen und Bakterien, 


An Hand dieser stimulierenden Wirkung des Thermalwassers auf 
den Stoffwechsel der Hefe lag die Vermutung nahe, daB auch das 
Wachstum und die Vermehrung derselben beeinfluBt werden kénnte. 
Um dariiber AufschluB zu bekommen, wurde wieder Backerhefe dreimal 
auf der Zentrifuge mit Quellwasser bzw. Ringer gewaschen und dann 
wurden diinne Suspensionen derselben in den beiden Fliissigkeiten 
hergestellt, die in einem Versuch z. B. ein pq von 7,46 bzw. 7,45 und 
einen Dextrosegehalt von 0,150 Proz. hatten. Die Zellzahl wurde sofort 
in einer Thoma-Zeissschen Leucocytenkammer ausgezihlt und war im 
Durchschnitt von drei Zaihlungen im Thermalwasser 700 pro Kubik- 
millimeter, in Ringer 625 pro Kubikmillimeter. Die Ansiitze blieben 
24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen, dann wurde griindlich 
durchgeschiittelt und wieder gezihlt. Jetzt fanden sich im Thermal- 
wasser 1675 pro Kubikmillimeter, in Ringer 925 Zellen pro Kubik. 
millimeter. In einem weiteren Versuch mit pg 7,54 und 1 Proz. Dextrose 
betrugen die Anfangszahlen fiir Thermalwasser 550, fiir Ringer 775 
Zellen pro Kubikmillimeter, die Werte nach 24 Stunden: 1525 bzw 
1100, nach 48 Stunden: 2300 bzw. 1450. Die Vermehrung in 48 Stunden 
betrigt also im Quellwasser etwa 418 Proz., in Ringer etwa 174 Proz 
des Ausgangswertes. Ahnliche Differenzen in der Hefevermehrung 
wurden in zwei weiteren Versuchen festgestellt, in einem letzten bei 











ZW 
den 
roz 
ung 
bel 








Allgemeine Biochemie komplizierter Salzlésungen. I. 55 


ya 7,7 erreichte das Wachstumsplus zugunsten des Thermalwassers 
dagegen nur 34 Proz. Die Vermehrung war dabei im ganzen gering, 
sie machte in 48 Stunden 164 bzw. 130 Proz. der Ausgangszahlen aus. 

Die Stimulierung der Hefevermehrung durch die Quellsalze ist 
jedenfalls deutlich. Es interessierte deshalb, ob auch die Propagation 
anderer Pilze beeinfluBt werden kann, um so mehr, als Baudisch und 
Welo derartige Wirkungen bei katalytisch wirksamem Eisen, wie es 
in den Wiesbadener Quellen vorhanden ist, fiir einige Bakterien fest- 
gestellt haben. Ich untersuchte das Verhalten von Bac. Paratyph. B 
und Bact. coli comm. 


5g Standardnaéhrbouillon nach AKuczynski werden in etwa 40 cem 
Wasser gelést und 24 Stunden gegen flieBendes Leitungswasser, dann 
weitere 24 Stunden gegen haufig erneuertes destilliertes Wasser dialysiert. 
Hierauf wird die Bouillon im Autoklaven sterilisiert. Je 10 cem der Bouillon 
kommen zu 40 ccm Quellwasser bzw. Ringer von pg 7,4, die in sterilen 
Kolben aufgefangen bzw. aus sterilisiertem Wasser bereitet waren. In 
Reagenzglisern werden 10 cem der beiden Bouillonverdiinnungen mit 
0,25 cem einer Aufschwemmung aus Reinkulturen von Paratyphus- oder 
Kolikeimen gemischt und 24 Stunden bei 40° bebriitet. Danach wurde die 
Bouillon mit 0,9proz. NaCl-Lésung zehnfach verdiinnt und in der Erythro- 
cvtenkammer ausgezahlt. 


Wie sich aus drei derartigen Doppelversuchen ergab, erfolgte die 
Keimvermehrung in beiden Salzlésungen (innerhalb der nicht un- 
betrachtlichen Fehlergrenzen) gleichmabig. 


7. Phagocytose. 


Seit Jangem ist uns — besonders durch die Hamburgerschen Unter- 
suchungen bekannt, daB die Aufnahme von Fremdkérpern durch 
Leucocyten vom anorganischen Milieu abhangig ist, daB sie von Kalk- 
salzen beférdert wird und daB so auch die Phagocytose in einem kalk- 
reichen Mineralwasser z. B. starker ist als in einer physiologischen 
NaCl-Lésung. Im folgenden ist die Phagocytose im Wiesbadener 
Thermalwasser mit einer isotonen Ringerlésung verglichen. 

Tierkohle wurde getrocknet und im Achatmdorser verrieben. 0,5 ¢ 
werden mit 20ccem Quellwasser bzw. Ringerlésung geschiittelt, dann 
fiir mehrere Stunden der Sedimentierung iiberlassen. Wenn die iiber- 
stehende Fliissigkeit makroskopisch keine Partikel mehr erkennen 1laBt, 
wird sie abgehoben, bleibt nochmals | bis 2 Stunden stehen. Mikroskopiert 
man, so sollen sich jetzt nur wenige Teilchen von mehr als Erythrocyten- 
gréBe finden. Man verdiinnt mit der entsprechenden Salzlésung auf un- 
gefahr gleiche Partikelzahl. Die Leucocyten wurden teils aus frischem Eiter'), 
teils aus Blut nach Szillard*) dargestellt, was nicht jedesmal gelang. 10 cem 
der kohleteilchenhaltigen Salzlésungen wurden mit 0,2cem Eiterbrei 


‘) Durch dreimaliges Waschen mit physiologischer NaCl-Lésung. 
2) Arch. f. ges. Physiol. 211, 597, 1926. 
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gemischt und in Barcroft-Manometer mit GefaBen nach Negelein eingebrac|it 
die GefiBe mit O, durchliiftet und nun bei 37° im Schiittelthermostate: 
geschiittelt. Die Leucocytenzahl und die Zahl der Kohleteilchen wird an 
Beginn, die Zahl der beladenen Leucocyten und der nicht phagocytierte: 
Partikel nach ein- oder zweistiindigem Schiitteln festgestellt. Beide Salz 





lésungen haben Blutreaktion und ein 6 — 0,38°. So ergaben sich folgen«d: 
Werte: 

Lésung Leucocyten Kobleteilchen Beladene Leucos Freie K.-Teilche: 

rs im cmm im cmm cyten im cmm im cmm 
Thermalwasser. . . . 1205 1080 425 435 
Ringer é 1135 990 325 610 
Thermalwasser .. . 2340 1420 870 249 
ae ee 2180 1385 580 450 


Die Steigerung der Phagocytose zeigte sich ebenso deutlich in 
zwei weiteren Versuchen unter entsprechenden Bedingungen. 


8S. Verhalten des quergestreiften Kaltbliitermuskels. 


Endlich erschien es noch priifenswert, wie sich die Kontraktion 
des quergestreiften Kaltbliitermuskels im Thermalwasser im Vergleich 
zu einer Ringerlésung abspielen wiirde, letztere mit 0,65 Proz. NaC! 
Zur Untersuchung kamen Gastrocnemien von Esculenten, die Versuchs- 
anordnung war die iibliche. Verglichen wurden immer die beiden 
Muskeln der gleichen Tiere, die zunichst beide in Ringer kamen, nach 
\, Stunde wurde dann der eine Muskel ins Thermalwasser iiberfiihrt 
Bei Reizung mit einzelnen Induktionsschlagen (alle 5 bis 10 Minuten) 
erwies sich Hubhéhe und Zuckungsablauf waihrend einer Versuchs- 
dauer von }\% bis 3 Stunden als gleich. Auch beim Tetanus und bei 
Reizung bis zur Ermiidung konnten verwertbare Unterschiede nicht 
nachgewiesen werden. 


9. Ergebnisse. 


Aus allem Berichteten geht hervor, daB es sich beim Wiesbadener 
Thermalwasser nicht um eine ,,nahezu physiologische Salzlésung” 
handelt, wie angenommen wurde. Die physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften der untersuchten Biokolloide, die Funktionen der Plasmahaut 
die Wirkung von einigen Fermenten, der Stoffwechsel der Hefe, einig: 
andere LebensdiuBerungen von Zellen, wie Vermehrung der Hefe, Phago- 
cytose, werden vom Quellwasser deutlich in unphysiologischer Weis: 
beeinfluBt, wahrend sich allerdings nicht wenige andere Vorgdnge in 
ihm so abspielen, wie im physiologischen Milieu der Ringerlésung 
So entsteht ein wenig einheitliches, recht kompliziertes Bild der biolog:- 
schen Wirkungen des Thermalwassers, was bei seiner komplizierten 
Zusammensetzung nicht weiter wunderzunehmen braucht. Eine 
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schematische Charakterisierung des Quellwassers nach dem einen oder 
anderen Bestandteil, wie sie bisher haufig erstrebt wurde, etwa als 
Kochsalzquelle oder dergleichen, erscheint jedenfalls héchst untunlich. 
Es wird unsere weitere Aufgabe sein, die durch die vorstehenden Unter- 
suchungen gewonnene Ubersicht iiber die physiologischen Eigen- 
schaften einer vielartig zusammengesetzten Salzlésung zu erweitern 
und zu vertiefen und die einzelnen Beobachtungen nach Ursache und 
Ablauf zu analysieren. 
Zusammenfassung. 

Es wird gezeigt, daB das Wiesbadener Thermalwasser den J. P. 
des Albumins, Globulins und Caseins verschiebt, daB es die Lyse roter 
Blutkérperchen durch eine Reihe auflésend wirkender Eingriffe anders 
beeinfluBt als eine Ringerlésung, daB es gegeniiber der letzteren die 
Wirkung der Amylase, des Pepsins, der Serumlipase steigert. Die 
Verbrennung von Aminosauren an Tierkohle, die Oxydation und Garung 
der Hefe wird erhéht, ebenso die Vermehrung der Hefe. Die Phagocytose 
ist im Thermalwasser starker als in Ringer. Die Permeabilitét von 
Erythrocyten fiir Dextrose, die Trypsinwirkung, die Haimoglykolyse, 
die Vermehrung von Bact. coli und Paratyphus B. ist in beiden Salz- 
lésungen annihernd dieselbe. Froschgastrocnemien verhalten sich 
ebenfalls in beiden Milieus anscheinend gleich. 








Beitrige zur allgemeinen Biochemie komplizierter Salzlésungen. 


Il. Mitteilung: 
Untersuchungen iiber die biologischen Wirkungen 
des Wiesbadener Thermalwassers. 
EinfluB von Ferro- und Manganoionen auf Atmung und Girung der Hefe. 


Von 


Karl Harpuder. 


(Aus dem stiadtischen Forschungs-Institut fiir Baderkunde und Stoffwechsel, 
Wiesbaden.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1927.) 


In der vorhergehenden Mitteilung konnte gezeigt werden, dab 
das Wiesbadener Thermalwasser auf eine Anzahl biologischer Substrate 
unphysiologische Wirkungen ausiibt. Um diese Sonderwirkungen der 
Quelle naiher analysieren zu kénnen, wird es zunichst nétig sein, fest- 
zustellen, ob sie durch einzelne bestimmte Salze, durch einen Syn- 
ergismus mehrerer Bestandteile, oder durch das_gesamte anorganische 
Milieu verursacht werden. Praktisch wollen wir so vorgehen, daB wir 
den Effekt einzelner lonen auf die in der ersten Arbeit beobachteten 
oder ahnliche Vorginge untersuchen und vergleichen mit den Ein- 
fliissen des Thermalwassers und einer kiinstlichen Lésung der Quellsalze. 
denen das. betreffende Ion entzogen ist. 

Da das zweiwertige Eisen- und Manganion im Hinblick auf seine 
katalytischen Eigenschaften auch physiologisch im Rahmen unserer 
Fragestellungen besonders interessierte, beschaftigt uns im folgenden 
die Wirkung des Ferro- und Manganoions, und zwar zunichst auf Atmung 
und Garung von Hefe. 


1. Einflu8 von Ferro- und Manganosulfat auf die Atmung der Hefe. 


Die Versuchsanordnung war ahnlich wie beim Thermalwasser. Als 
Ferro- und Manganosalz diente das kristallisierte Oxydulsulfat mit 7 H,0O. 
Sie wurden in wechselnder Konzentration in Ringer gelést, deren Reaktion 
vorher an der Gaskette in erwiinschtem MaBe ins Saure verschoben 
worden war. Als Vergleichslésung diente Ringerlésung gleicher Reaktion 
ohne Schwermetallzusatz. Als Hefe wurde in den ersten Versuchen Backer- 
hefe verwendet, die zweimal in der Zentrifuge mit Ringer gewaschen 
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war, spater Bierhefe der Germaniabrauerei Wiesbaden, die in der Saug- 
vorrichtung griindlich mit physiologischer NaCl-Lésung gewaschen wurde. 

0,1 g der gereinigten Backerhefe wurde in 10 cem Ringer suspendiert. 
Bei der Bierhefe mute physiologische NaCl-Lésung genommen werden, 
weil sie in Ringer rasch und grobflockig sedimentierte, so daB das Abmessen 
schwierig gewesen wire. lcem der Suspensionen wurde im Barcroft- 
Manometer mit Negeleinschen GefaéBen eingebracht, 9cem Ringer mit 
bzw. ohne Eisen- oder Mangansulfat zugesetzt, die 0,2 Proz. Dextrose ent- 
hielt, mit O, durehliiftet, dann unter Absorption der CO, mit Kalilauge, der 
O,-Verbrauch bei 26° im Schiittelthermostaten gemessen. py der Lésungen 
schwankte um 4,3 und war in Vergleichsansaétzen dasselbe. Die Konzen- 
tration der Schwermetallsalze ist aus den Tabellen ersichtlich. 


a) Backerhefe. 








Oy+Verbrauch OzysVerbrauch 
Lésung Loésung 
cmm in 30’ | cmm in 60’ cmm in 30’| cmm in 60’ 

Ringer-F erro- Ringer-Ferro- 
sulfat m/250000 127.37 240,05 sulfat m/100000 7951 142.20 
Dasselbe .... 113,34 207,98 Dasselbe . . . . 94,34 176,88 
Ringer... ..j| 117,22 | 222,57 a 93.45 168,20 
m Pan dey 123,35 232,60 . : i ae 91,45 166.57 

Ringer-Ferro- tinger-Ferro- 
sulfat m/50 000 128,44 236,99 sulfat m/10000 108,55 196,42 
ee 120,86 206,36 Dasselbe . . . . 107,60 208,31 
Ringer ..... 132.27 256,38 OO Ee 127,37 253,12 
ae a ae ae 142.62 273.54 “ a oy 132.52 256,42 

Ringer-F erro- Ringer-Ferro- 
sulfat m/1000 . 93,27 154,43 sulfat m/500 53,82 73,44 
Dasselbe .... 92.86 141,45 Dasselbe . ... 49.44 67.21 
OO See 171,60 273,54 Ringer... . 128,25 227.88 
- 168,19 307.0 a Sn eS al 136.30 238,52 


Aus der Tabelle geht hervor, daB Eisensulfat die Atmung der 
Bickerhefe in reinem ©, bei einer Konzentration von | . 10~* mol. zu 
beeintrachtigen beginnt. Niedrigere Konzentrationen sind wirkungslos, 
bei héheren nimmt die Schidigung der Oxydationsprozesse zu. Diese 
aiuBert sich nicht nur in dem geringeren O,-Verbrauch, sondern auch 
in dem im Verhaltnis zu reiner Ringerlésung schnelleren Abfall der 
Atmung im Laufe der Beobachtung, wie er schon in den zwei Halb- 
stundenwerten der Tabelle zum Ausdruck kommt. 


Mangansulfat iibt dagegen in Konzentrationen von m/250000 bis 
m/1000 keinen sicher verwertbaren Einflu8 auf die Atmung der Backer- 
hefe aus. So war der O,-Verbrauch bei m/250000 MnS 0, in 30 Minuten 
fiir Ringer 125,74; 108,23 cmm; in 60 Minuten 246,58; 212.24 emm; fiir 
die manganhaltige Lésung in den entsprechenden Zeiten 107,03; 114,90 
bzw. 211,00; 232,82cmm. Bei m/1000 Mn8 0, waren die Werte z. B. 78,38; 
84,65 cmm O, in 30 Minuten; 155,14; 164,32 cmm O, in 60 Minuten 
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(Ringer) und 70,33; 76,65 emm QO, in 30 Minuten; 137,61; 150,35 emm 
O, in 60 Minuten (Ringer-Mangan). Auf die ausfiihrliche Wiedergabe 
der Protokolle kann daher verzichtet werden. 


b) Bierhefe. 








O,+Verbrauch Og+Verbrauch 
Lésung pileiveitisieaeiedanaimsacall Losung — 
cmm in 30’ | cmm in 60’ cmm in 30’ | cmm in 60’ 

Ringer-Ferro- Ringer. . ... 102,44 180,42 

sulfat m/100000 76,64 158,99 - . a eo 117,20 204,89 
Dasselbe ... . 89,66 163,59 Riager-Ferro 
tinge 9% 73,09 * s enue — 
Ringer... .. yn oe sulfat m/1000 . 39,75 65,75 

” Sit eH? _ rae Dasselbe .... 38,52 70,89 
Ringer-Ferro- ee 42.56 80,02 

sulfat m/10000 97,28 185,72 “ ak ee ee iG 33,02 66,64 
Dasselbe . . . . 113,26 202,92 


Die Bierhefe erweist sich also gegeniiber dem Ferrosulfat in der 
Atmung resistent. Auch mit der relativ hohen Konzentration von 
m/1000 Fe’ konnte an drei verschiedenen Priaparaten nie eine auBerhalb 
der tiblichen Schwankungen — die zum Teil wohl durch die kaum 
ganz exakt durchfiihrbare Bemessung des Hefezusatzes bedingt sind 
liegende Verinderung der Sauerstoffzehrung beobachtet werden. 
Auch mit Mangansulfat waren bei Bierhefe einwandfreie Veranderungen 
der Atmung nicht zu erzielen. Die Resultate der Parallelversuche 
zeigten trotz aller Miihewaltung wieder groBe Schwankungen, so dai 
erst aus einer erheblichen Zahl eine Ubersicht zu gewinnen war. 


Es ergab sich z. B. mit Ringer ein O,-Verbrauch von 47,36 bzw. 44,92 emm 
in 30 Minuten, 106,14 bzw. 94,14 cmm in 60 Minuten; mit m/100000 Mangan 
in Ringer gleichzeitig 38,23 bzw. 36,18 in 30 Minuten und 82,57 
bzw. 78,65 cmm in 60 Minuten. Mit m/1000 Mangansulfat waren die Werte 
nach 30 Minuten 56,57 bzw. 43,15 bzw. 45,04emm O,, nach 60 Minuten 
107,03 bzw. 73,97 bzw. 76,50 cmm O,, gleichzeitig wurden in Ringer 57,16 
bzw. 57,96 in 30 Minuten, 117,58 bzw. 111,57 cmm O, in 60 Minuten ver- 
braucht. In einem anderen Versuch standen den Ringerwerten 55,52 und 
52,16 (30 Minuten), 117,58 und 102,88 (60 Minuten) bei m/1000 Mangan die 
Werte 45,87; 36,98 und 40,89 (30 Minuten) und 93,27; 83,21 und 86,45 
(60 Minuten) gegeniiber. So ahnlich noch in zwei weiteren Versuchen mit 
m/1000 Mangan. Man kénnte zuniachst geneigt sein, doch eine maBige 
Beeintrachtigung der Atmung aus den Zahlen herauszulesen, doch scheint 
mir eine derartige Folgerung bei den verhaltnismaBig groBen Schwankungen 


nicht geniigend begriindet. 


2. Einflu8 von Ferro- und Manganosulfat auf die Girung der Hefe. 


Die allgemeine Anlage der Versuche entsprach auch hier den Be- 
dingungen, wie sie in der vorausgehenden Arbeit bei der Hefegérung zu 
Anwendung kamen. Zunachst wurde Backerhefe, dann Bierhefe verwendet. 
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Die Hefen wurden wie fiir die Atmungsversuche gewaschen und 0,1 g in 
1\0cem Ringer bzw. 0,9proz. NaCl-Lésung suspendiert. 0,2 cem der Sus- 
pension wurden mit 0,8 ccm Ringer, die eventuell verschiedene Konzen- 
tration von Eisen- oder Mangansulfat enthielt, in Barcroft-Manometer mit 
Negelein-GefaiBen eingebracht. In die Birnen der GefaBe kam 1 ccm Ringer 
mit 20 Proz. Dextrose, gegebenenfalls gleichzeitig eines der beiden Schwer- 
metallsalze enthaltend. Die GeféBe wurden mit CO, durchliiftet, in den 
Schiittelthermostaten gebracht und nach Eintritt des Temperaturausgleichs 
die Eigengirung beobachtet. Dann wurde die Zuckerlésung eingekippt 
und die CO,-Produktion gemessen. Reaktion der Lésungen war um py 4,3. 


a) Backerhefe. 








C O2-Produktion C O,+Produktion 
Lésung ‘ = Lésung 
cmm in 30’ | cmm in 60’ cmm in 30’ cmm in 60’ 
Ringer - Ferrosulf. Ringer. .... 24,07 45,85 
1.10-6mol.. . 65,64 155,35 - er 26,26 51,57 
Dasselbe .. .. 69,13 167,77 - . 
aca 70.95 173'65 Ringer -Ferrosulf. 
ee Sao 73°89 17779 1.10-4mol. . 28,38 54,49 
” > @) Wear 7 iis Dasselbe . . .. 36.94 73.88 
Ringer -Ferrosulf. Ringer. .... 29,63 54,32 
2,5.10-®mol. . 24.69 41,57 - ye Ges 24.07 48,85 
Dasselbe . ... 23,09 41,56 - . 
‘ +o 90's Ringer-Ferrosulf. 
Ringer. we a 16,56 28,34 A -a9 || ona 
17 50 IR 44 1 . 10- ? mol. . © 16,32 25,92 
” apices shi . _— Dasselbe . ... 18,45 28,66 
Ringer - Ferrosulf. MP. 5 ote 28,28 54,88 
1.10-5mol.. . 51,03 99,33 "a oak ey 32,54 65,66 
Dasselbe .... 54,40 108,80 


Aus den Versuchszahlen geht hervor, daB Ferrosulfat bei einer 
Konzentration von m/1000 die Garung der Backerhefe deutlich hemmt, 
bei Konzentrationen von m/100000 und m/250000 dagegen steigernd 
wirkt. m/1000000 Ferrosulfat ist wirkungslos. 

Etwas anders verkilt sich Mangansulfat. Es rief noch bei einer 
Verdiinnung auf m/1000000 eine deutliche Stimulation der CQO,- 
Produktion hervor, die hinauf bis m/1000 anhielt. Auch m/100 MnS0O, 
hemmte die Garung nicht, es war scheinbar ohne EinfluB. 








C O2-Produktion C OgsProduktion 
Lésung aie nee a Lésung _ . 
cmm in 30’ cmm in 60’ cmm in 3’ cmm in 60’ 
Ringer-Mn SO, Ringer-MnS0O, 
1.10-6mol.. . 79,01 140,85 1.10-5mol. . 47,30 102,98 
Dasselbe .... 76,58 139,03 Dasselbe .... 43,76 111,28 
| 62,34 110,83 ae 37,03 69,00 
° in, Re ct 64,12 109,25 - itl a aa 33,25 65,90 
Ringer-Mn SO, Ringer-Mn S80, 
1.10-3mol. . 85,43 177,79 1.10-2mol. . 36.94 55,42 
Dasselbe . .. . 72,20 146,60 Dasselbe ... . 40,38 71,25 
ee 56,79 118,39 | Ringer. .... 42,17 84.34 
” ie oe « 56,76 113,52 ~ ; + +e: @ 33,11 66,02 
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Mit Bierhefe wurden nicht unwesentlich andere Resultate erzie}: 
m 1000 FeSO, hemmte die Garung, von m/10000 abwarts lieB sich 
ein sicherer EinfluB nicht mehr feststellen. Mangansulfat dagege: 
iibte eine nennenswerte Wirkung auf die Garung der Hefe tiberhaup: 


nicht aus. 
b) Bierhefe. 





CO,+Produktion C O,-Produktion 
Losung 


Losung 
cmm in #”’ cmm in 60’ cmm in 3)’ cmm in 6 


Ringer-FeSO, Ringer-Mn 80, 





1.10-5mol.. . 107,44 248,99 1.10—-5 mol. 101,70 211.77 
Dasselbe .... 114,00 24850 Dasselbe . ... 104,72 216.41 
Ringer 118.51 256.65 Ringer . , : 106,17 214.53 

ra 107,21 240,68 2 mys 94,08 158.16 
Ringer-FeSO, Ringer-Mu SO, 

1.10-4mol. . $4.52 162,40) 1.10-—4 mol. 125,24 266.59 
Dasselbe 69.88 125,42 Dasselbe . . . 116.35 262.95 
Ringer . 87,52 166.82 Ringer : 125,92 278.99 

. 76,18 142,18 * —_ yee 111.59 246.24 
Ringer- Fes O, tinger-Mu SO, 

1.10-%mol. . 54.39 126,90 1.10-3mol. 54,39 122,95 
Dasselbe .... 53.52 112.99 Dasselbe . . .. 5D.85 123.33 
sc hla S642 177.52 Be. 4. « < 59.26 140.73 

76,58 160,23 - a ee 54.70 122.53 


Zusammenfassend kann danach gesagt werden. dab Ferrosulfat 
in Konzentrationen von | . 10~ * mol. aufwarts die Atmung der Backer 
hefe beeintrachtigt, die Garung bei einer Kongentration von 1 . 10 
hemmt, bei solchen von 1 . 10~ * und niedriger erhéht, bis bei 1 . 10 
jeder erkennbare EinfluB erlischt. Die Atmung der Bierhefe wird durch 
Eisensulfat nicht erkennbar verandert, ihre Garkraft wird durch héher« 
Konzentrationen (1. 10~7 mol.) reduziert, bei niedrigeren bleibt sie 


6 


unbeeinfluBt. 

Manganosulfat laBt die Atmung der Backerhefe unverandert, ihre 
Girkraft ist bei Konzentrationen von 1 . 10~° bis | . 10~3 mol. erhébt 
und wird durch eine solche von 1 . 10~? noch nicht beeintrachtigt. Bei 
Bierhefe war weder Atmung noch Garung gegen Mangan in Kon 
zentrationen bis 1 . 10” * empfindlich. 

















Radiometrische Mikroanalyse. III. 


Von 
Rudolf Ehrenberg. 
Aus dem physiologischen Institut der Universitat Géttingen.) 


(Eingeqangen am 11. Januar 1927.) 
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Allgemeines. 


Wie in den voraufgegangenen Mitteilungen') dargelegt worden ist 
beruht die radiometrische Mikroanalyse auf der elektrometrischen 
Messung des Aktivitatsverlustes oder -gewinnes einer mit dem radio. 
aktiven Bleiisothop Thorium B infizierten Bleisalzlésung. Der Gang 
der Analyse auf ein zu bestimmendes Kation oder Anion wird so ge 
leitet, daB er in eine Fallungs- oder Lésungsreaktion des Bleiions aus- 
lauft, oder daB bei der Fallung eines Niederschlags das infizierte Blei 
in quantitativ vergleichbaren Mengen mitgerissen wird Bei dem 
letztgenannten Verfahren darf die Konzentration des Bleiions nicht 
das Lésungsprodukt des betreffenden Bleisalzes erreichen, andererseits 
ist es nur in den Fallen anwendbar, wo — entsprechend neveren Unter- 
suchungen von Otto Hahn*) — das betreffende schwer lésliche Bleisalz 
mit dem ausfallenden Niederschlag Mischkristalle bildet Das gilt 
nach Hahn vom Fumarat, Chromat, Carbonat mehrerer Metalle, nach 
meinen Erfahrungen ferner vom Oxalat des Calciums. Diese Anionen 
sowie manche mit ihnen fallende Kationen, sind daher mit diesem 
Verfahren bestimmbar, das den Vorteil hat, nur einer Fiallungsreaktion 
zu bedirfen und groBe Aktivitatsunterschiede auf kleine Mengen- 
unterschiede der untersuchten Substanz zu ergeben. den Nachteil, dai 
bei der niedrigen Konzentration an inaktivem Blei apparatuelle 


1) Diese Zeitschr. 164, 183, 1926; 172, 10, 1926. 
2) Ber. 59, 2014. 
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Adsorptionsfehler stérender werden kénnen. Doch ist die Genauigkeit 
sehr gut, wenn man durch Parallelbestimmungen die Pipettierungs 
fehler ausschaltet, wie nachstehendes Beispiel einer Calciumbestimmung 
zeigt : 


I. Je 0,25 cem n/1000 CaCl, zu 1,0 H,O 1,0 cem n/10° Pb(NO,), 


inf. + 1,0cem n/100 Ammoniumoxalat. 

II. Je 0,5 cem n/1000 CaCl, zu 1,0 H,O + 1,0 cem n/10° Pb(NO,), 
inf. + 1,0cem n/100 Ammoniumoxalat. 

Ill. Je 0,75 eem n/1000 CaCl, zu 1,0 H,O + 1,0 cem n/10° Pb(NO,), 
inf. + 1,0 cem Ammoniumoxalat. 

Zentrifugiert, je 2 cem eingedampft, Aktivitat = Teilstriche in 10 Se- 


kunden 
Abfallelektrometer, 100 Teilstriche 200 Volt. 





1. Il. Il. 


5.56 4,58 3,22 
5,42 4.45 3,18 
5.56 4,25 3,17 
5,43 4,22 3,15 
5.49 4.30 

5.53 4,27 

5,48 4,34 3,18 


Die Aktivitatsdifferenzen, entsprechend 0,005 mg Calcium, be- 
tragen in den beiden gleichen Intervallen also 114 bzw. 116, bis zu 
0,00005 mg lassen sich also schon mit diesem wenig empfindlichen 
Elektrometer bestimmen. 

Der Anwendungsbereich dieses Verfahrens ist durch die Fahigkeit 
zur Mischkristallbildung begrenzt, die Versuche, die adsorptive Mit- 
nahme des Radioelements durch einen ausfallenden Niederschlag zur 
quantitativen Bestimmung zu verwerten, haben zu keinem brauch- 
baren Ergebnis gefiihrt. Das ist verstandlich, wenn — wie Hahn 
folgert — diese Adsorption von der Aufladung des Niederschlags ab- 
hingig ist; geringste Ungleichheiten der H-lonenkonzentration wie 
auch andere in der Lésung vorhandene Ionen erwiesen sich als be- 
deutungsvoll, auch wird das Resultat durch den Kristallisationsvorgang 
selbst mitbedingt. 

Als die allgemein anwendbare Methode wird daher die der Aus- 
fillung des radioaktiv infizierten Bleies selbst, quantitativ abgestuft 
durch die voraufgehende eigentlich analytische Fallung, zu gelten 


haben. 
I. Kationenbestimmung. 


Prinzip: Eine definierte Lésung eines Salzes, dessen Anion sowohl 
mit dem zu bestimmenden Kation wie mit Blei ein schwer lésliches 
Salz bildet, fallt bei bestimmten Volumen zuerst das Bestimmungs- 
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sation, dann — nach Zentrifugieren — das infizierte Blei. Die zu 
hestimmende Konzentration des Kations kann unter der Fillungs- 
grenze bleiben und durch Hinzupipettieren eines Volumens der definierten 
.osung eines seiner Salze dariiber gebracht werden. Durch mehrfache 
Parallelbestimmungen wird der Pipettierungsfehler ausgeschaltet und 
mit diesem Verfahren der Anwendungsbereich auch auf minder schwer- 
lésliche Salze ausgedehnt. Ein weiterer Vorteil ist, daB z. B. bei Unter- 
suchung einer Asche deren Lésung fiir die anderen lonen gleichzeitig 
so weit verdiinnt wird. dab ihre Konzentration weder das Léslichkeits- 
produkt mit dem zukommenden Anion noch mit dem Blei erreicht. 
Die Hinzufiigung der Salzlésung stellt also anstatt einer Trennung 
uf die beabsichtigte Analyse ein und erméglicht es, in ein und der- 
selben Aschenlésung bei minimaler Ausgangsmenge nacheinander die 
verschiedenen lonen zu bestimmen. 


Beispiel. 

L. 0,6 cem n/1000 CaCl, + 0,1 cem n/100 Ammoniumoxalat zu 1,0 cem 
H,O (zentrifugiert) + 1,0cem n/1000 Pb(NO,), (zentrifugiert), 
1,0 cem eingedampft. 

Il. 0.7 cem n/1000 CaCl, + 0,leem n/100 Ammoniumoxalat zu 
10cem H,O (zentrifugiert) + 1,0cem n/1000 Pb(NO,), (zentri- 
fugiert), 1,0 cem eingedampft. 

Ill. 0,8cem n/1000 CaCl, + 0,lcem n/100 Ammoniumoxalat zu 
10cem H,O (zentrifugiert) + 1,0cem n/1000 Pb(NO,), (zentri- 
fugiert), 1,0 cem eingedampft. 

Abktivitdten. 11,04, 12,59, 14,03 im Mittel. Differenzen fiir 0,002 mv 

Calcium 155 bzw. 144, Empfindlichkeit bis 0,00002 mg. 


Will man die Empfindlichkeit steigern, so erhéht man die Abfalls 
zeiten des Elektrometers durch gréBeren Abstand der strahlenden 
Substanz, oder Kapazitiatssteigerung des Elektrometers; man kann so 
die Aktivitét auf weitere Dezimalen errechnen. Voraussetzung ist 
ein hinreichend konstanter Elektrometerabfall auch bei schwiacherer 
lonisierung und eine geniigende Zahl von Parallelbestimmungen. 

Zu jeder Kationenbestimmung sucht man in Vorversuchen ein 
geeignetes Konzentrationsintervall aus, legt bei jeder Bestimmungs- 
reihe die beiden Grenzkonzentrationen fest und wahlt die Zusatzlésung 
so, daB sie bei dem konstanten Gesamtvolumen allein die untere Grenz 
konzentration ergeben wiirde. 


Il. Anionenbestimmung. 


Die einfachste Methode ist die direkte Fillung des infizierten 
Bleies mit dem fraglichen Anion, ihre Voraussetzung — Schwerldéslich- 
keit des betreffenden Bleisalzes — erfiillen von den biologisch wichtigen 


Biochemische Zeitschrift Band 183 5 
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Anionen Carbonat, Phosphat, Sulfat. Die Anwendung dieses Verfahren- 
ist in den friiheren Mitteilungen erliutert worden. Ist — wie bei dem 
Chlorid — die Léslichkeit des Bleisalzes betrichtlich, so wiirde fiir 
das einfache Verfahren eine relativ hohe Bleikonzentration erforderlich 
sein, die radiometrisch gemessenen Unterschiede demgema8 sehr klein 
ausfallen. Hat man reichlich radioaktive Substanz und ein hoch 
empfindliches Elektrometer zur Verfiigung, so wird man auch so noch 
zu vielfach hinreichender Analysenempfindlichkeit kommen kénnen 
anderenfalls muB folgendes indirekte Verfahren eingeschlagen werden 
Das fragliche Anion wird mit seiner analytischen Reaktion in definierter 
UberschuBmenge des fallenden Kations gefillt, der nicht gefallene 
Anteil des Kations wird mit definiertem UberschuB8 eines Anions gefiillt 
welches auch ein schwerlésliches Bleisalz gibt, welch letzteres aus 
wiederum iiberschiissiger infizierter Lésung die SchluBfillung der 
Analyse bildet. Samtliche Fallungen werden nacheinander in einen 
Zentrifugenglas mit enger Endkapillare vorgenommen, nach jede1 
Fillung zweckmaBigerweise zentrifugiert. So wird bei der Chlorid- 
bestimmung nacheinander mit Silbernitrat. Kaliumchromat und 
infiziertem Bleinitrat gefallt, Beispiel: 


I. 0,05 cem n/1000 CaCl, zu 0,15 com H,O + 0,5 com n/1000 AgNO 
(zentrifugiert) + 0,05 com n/100 K,CrO, (zentrifugiert) +- 1,0 ccm 
n/1000 Pb(NO,), inf. (zentrifugiert. 


II. 0,10 cem n/1000 CaCl, zu 0,15 com H,O + 0,5 com n/1000 AgNO, 
(zentrifugiert) + 0,05 cem n/100 K,CrO, (zentrifugiert) + 1,0 ccm 
n/1000 Pb(NO,), inf. (zentrifugiert). 

III. 0,15 cem n/1000 CaCl, zu 0,15 eem H,O + 0,5 cem n/1000 AgNO 
(zentrifugiert) + 0,05 cem n/100 K,CrO, (zentrifugiert) + 1,0 cem 
n/1000 Pb(NO,), inf. (zentrifugiert), je 1,0 cem eingedampft. 





I. IL. Il. 
1 
5.243 4548 3,893 
5,156 4,518 3,915 
4.949 _ 3,918 
5,113 4533 3,910 


Differenzen fiir 0,0018 mg Cl 577 bzw. 623. 


Ill. Acidimetrische Titration. 


In der friiheren Mitteilung wurde ein Verfahren beschrieben, das 
auf der teilweisen Wiederauflésung einer radioaktiv infizierten Ble: 
carbonatfallung durch die Séiure beruhte. Neben diesem bewihrte sich 
eine Modifikation, bei welcher der Carbonatniederschlag nach im Mali 
kélbchen erfolgtem Saure-Basenausgleich im Zentrifugengliischen erzeugt 
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wurde. Das Verfahren ist besonders dann vorzuziehen, wenn die Siure 
oder Base gasférmig in die Titrationsfliissigkeit gelangt, man benutzt 


dann — so bei der NH,-Bestimmung — das MaBkélbchen als Vorlage 
und fiillt es am SchluB nach Zusatz der Sodalésung auf, die Einzel 
heiten erhellen aus nachfolgendem Beispiel: 


10-cem-Kélbchen. Aktivitatsmittelwert. 

. 4ccm n/1000 H, SO, + 0,0 cem n/1000 NH, + 1 cem n/100 Soda 2,319 
n/1000 H,SO, + 1,0 ,, n/l0OOONH, +1 ,, n/100 ,, 1,917 
n/1000 H,SO, + 1,5 ,, n/l0OOONH, + 1 ,, n/100 ,, 1,716 
n/1000 H,SO, + 1,75 ,, n/l0OONH, + 1 ,, n/100 ,, 1,617 
n/1000 H,SO, + 0,0 ,, n/l0OONH, + 1 ,, n/100 ,, 1,501 











Die Aktivitéten wurden bestimmt nach Zufiigung von lecem der 
Kélbchenlésungen zu lecem n/1000 infizierter Bleinitratlésung, Zentri- 
fugierung und Eindampfen von lecm. In dem Versuch entspricht der 
Aktivitatsdifferenz von 100 je 0,0035 mg Ng. 

Uber eine entsprechend verkleinerte Mikrokjeldahleinrichtung 
sowie eine auf die radiometrische Titration gegriindete Kohlenstoff- 
(Kohlensaure-) Bestimmung wird demnichst berichtet werden. 
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IV. Mitteilung: 
Dispersititsanalyse. 


Von 


Rudolf Ehrenberg. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Géttingen.) 


(Eingegangen am 11. Januar 1927.) 


In einer friiheren Mitteilung') war gezeigt worden, daB kolloida! 
verteilte organische Substanz, wenn sie in geeigneter Weise verkohit 
wird, ihren Verteilungszustand der entstehenden Kohle mitteilt, der- 
gestalt, daB gréber verteilte Substanz eine porésere Kohle — gemessen 
an der Adsorptionsleistung gegeniiber dem Methylenblau — ergibt 
Dabei muB die groBporigere Kohle gegeniiber einer feinerporigen eine 
geringere Gesamtoberfliche haben. War also die Deutung der Methylen 
blauversuche auf die Struktur der Kohle richtig, so muBte bei Ver 
wendung eines teilchenkleineren Adsorptivs umgekehrt die aus feine: 
verteilter Substanz entstandene Kohle die gréBere Adsorptionsleistung, 
entsprechend der gréBeren wirksamen Oberfliche, zeigen. 

Es lag nahe, als solches teilchenkleineres Adsorptiv das radioaktiy 
infizierte Blei zu verwenden und als Ma der Adsorption die Abnahme 
der elektrometrisch bestimmten Aktivitét in der mit der Kohle ge 
schiittelten Lésung zu nehmen. Neben der Genauigkeit der Messung 
ergab sich damit die Méglichkeit, sehr kleine Kohlenmengen zu ge- 
brauchen, womit die Methode fiir biologische Zwecke geeigneter wird; 
es wird — unter Verwendung der Mikrowage — mit Mengen von 1 bis 
2mg Kohle gearbeitet, was nicht die erforderliche Mindestmeng: 
darstellt. 

Methodik. 

Die Verkohlung des organischen Materials wurde, wie in den 
Methylenblauversuchen, in einem Uberschu8 von Pottasche vor 
genommen, in einigen noch nicht abgeschlossenen Versuchen auch 


') Diese Zeitschr. 161, 339, 1926. 
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in anderen Salzen. Die anorganische Substanz hat der Annahme nach 
die Funktion, als Fiillsel zwischen den organischen Teilchen zu dienen, 
deren Zusammentreten zu verhindern. Um diese Aufgabe zu erfiillen, 
muB sie eme hohe Wasserléslichkeit haben, darf nicht beim Eintrocknen 
des Breies oder der gesittigten Lésung auskristallisieren, sondern muB 
wie Pottasche oder Calciumchlorid in kompakter Masse allmihlich 
erstarren. Kristallisiert sie vorzeitig aus, so bestimmt ihre Kristall- 
hildung, nicht die Verteilung des organischen Stoffes, die Oberflichen- 
struktur der Kohle, wie sich das bei Verkohlung in Kochsalz zeigte: 
die verschiedenen Ausgangsmaterialien ergaben alle Kohle von gleicher 
Adsorptionsleistung. Dieser negative Befund ist eine weitere Stiitze 
fiir die dem Verfahren zugrunde liegende Annahme. 


Als Modell diente 10proz. Gelatinelésung in Wasser, und zwar im 
Vergleich zwischen einer Lésung, die durch rasches Auflésen der 
trockenen Gejatine in heiBem Wasser hergestellt war, und einer solchen, 
bei der die Gelatine vor dem Erwirmen eine Zeit in kaltem Wasser 
yequollen hatte. Es ist bekannt, daB in letzterem Falle die Gelatine 
feiner verteilt wird, es muBte daher, wenn die Annahme richtig war, 
wus ihr eine oberflichengréBere und gegeniiber dem infizierten Blei- 
nitrat adsorptionskraftigere Kohle entstehen. Das ist in der Tat der 
Fall. Zunichst wurde die ,Kalt“-Gelatine — wie die gequollene im 
Unterschied von der ,,HeiB‘‘-Gelatine kurz bezeichnet werden soll — 
~ Stunden quellen gelassen. Der Adsorptionsversuch wurde durchweg 
mit 2mg Kohlen auf 2ccm n/1000 Bleinitrat angesetzt, \, bis 
| Stunde im Schiittelapparat geschiittelt, zentrifugiert, 1 cem ein- 
gedampft und mit der Ausgangsaktivitét elektrometrisch verglichen 
Die nachstehenden Werte sind jeweils Prozente der Ausgangsaktivitat 
die nach der Adsorption noch in der Lésung geblieben sind. Der ver 
vleichsweise angesetzte Methylenblauversuch, gemaB der friiher be- 
schriebenen Methodik mit 25 mg auf 5 cem m/100 Methylenblau, ergab 
wie erwartet, eine stiirkere Entfirbung durch die HeiBgelatine, 10 Proz 
vegeniiber 7 Proz. durch die Kaltgelatine. 

Prozentwerte der Aktivitaét von ,,HeiB** und (zweistiindig) ,,Kalt*’. 
Hei®B: 44,0 57,0 64,0 


Kalt : 38,8 35,4 54.0 

Werte fiir .,HeiB* und 24stiindig gequollene ..Kalt. 
HeiB: 49.4 41.4 51,2 45,° 45.0 51,0 
Kalt: 24,3 21,7 26,8 27,6 25,5 24,1 


In einem Falle unter etwa 20 solcherart gewonnenen Gelatine- 
kohlen ergab eine Kaltgelatine einen Wert der GréBenordnung ,,Heib* 
méglicherweise ein Versehen der Herstellung, niemals hatte ein ,,HeiB* 
(tie hohe Adsorptionsleistung von .,Kalt“. Die relativ gute Konstanz 
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der 24-Stunden-Kaltwerte laBt diese Kohle als ein geeignetes Test 
objekt bei biologischen Dispersitatsvergleichsversuchen erscheinen. 

Es ergibt sich die Frage, ob auch molekulardisperse organisch« 
Substanz ihren Verteilungszustand der solcherart gewonnenen Kohk 
mitteilt. Im Bejahungsfalle bietet sich die Aussicht, mit dieser Methode 
nicht nur die TeilchengréBe, sondern vielleicht auch den Kohlenstoff 
gehalt kolloidal geléster Teilchen zu ermitteln. Vorlaiufig ist zu sagen, 
daB in der Tat von molekulardisperser Ausgangssubstanz aus die 
adsorptionstiichtigsten Kohlen zu erhalten sind, so aus #/, mol. Natrium 
oleinatlésung einen Aktivitatsrest von 12,8 Proz., aus m/2 Proz. Glycerin 
einen solchen von 7,6 Proz. Dabei ist noch zu bedenken, daB, je weiter 
die Adsorption geht, um so weniger fiir die noch verfiigbare Oberflache 
der Sattigungsteil der Adsorptionskurve gilt, die Aktivitéitsabnahme 
bezogen auf die Ausgangsaktivitat und Oberflicheneinheit, immer 
geringer werden mub. Es sind Versuche im Gange, um diesen Zu 
sammenhang weiter aufzuklaren. 

Fiir die biologischen Fragestellungen erschien es wichtig, die 
Methode auch auf die Erkennung des Verteilungszustandes von Gewebs 
biokolloiden auszudehnen. Es wurde folgendermaBen verfahren: 

Rasiermesserschnitte von Organen und Geweben wurden in Lésungen 
steigender Konzentration von Kaliumcarbonat beginnend mit 1 Proz., 
endend bei Sattigung — eingetragen, in jeder Konzentration einige Zeit 
belassen und schlieBlich die von dem Salz inkrustierten und darin ein 
gebetteten Schnitte verkohlt. Natiirlich ist zu jeder Bestimmung eine 
Anzahl von Schnitten erforderlich, wenigstens wenn man nicht unter 1 mg 
Kohle im Adsorptionsversuch heruntergeht. Die nachfolgenden Wert« 
sind mit 1 mg und | cem n/1000 Pb(NO,), gewonnen, die Schnitte sind. 
wo nichts anderes bemerkt ist, unmittelbar nach Tétung des Tieres (Meer 
schweinchen) entnommen, in zwei Fallen nach sechsstiindiger Autolys« 
bei 37° zum Vergleich mit dem lebensfrischen Organ. Das autolysierte 
Material ergibt, wie erwartet, entsprechend der verringerten Teilchengrébe 
eine adsorptionskraftigere’' Kohle. Analog laBt sich die Methode zum Ver 
glesch von Organen in verschiedenen Funktionszustaénden, in der Mikro 


biologie usw. verwenden. 


Beispiele. 


ee \. nk eo 71,5 75,4 (51,8) 
ic ws 5 Ss oe 49,8 72,3 (47,7) 
Rs ss. a ww 
Herzmuskel. . . . 81,5 


Die eingeklammerten Zahlen sind die zu den voranstehenden zugehoérigen 
Autolysenwerte. 

Natiirlich ist so noch nicht erwiesen, daB der Dispersitatszustand 
in den Gewebsschnitten durch die Pottaschebehandlung ungeandert 
bleibt, immerhin spricht der EinfluB der Autolyse dafiir, daB dic 
Struktur im gleichen Sinne wie bei den kolloidalen Lésungen wirkt 








en 


nd 


prt 
lie 
kt 





Radiometrische Mikroanalyse. LV. 71 


\\eitere Versuche in dieser Richtung, zumal an Organen mit bekannten 
funktionellen Strukturveranderungen, werden weiterfiihren. Ebenso 
sind die Versuche fortzusetzen, die Pottasche bei der Verkohlung durch 
in anderes Salz zu ersetzen. DaB das Kochsalz, wie oben erwahnt, 
inbrauchbar ist, weil es selbst die Struktur der Kohle bedingt und 
daher aus verschiedenen dispersen Materialien Kohlen von gleicher 
\dsorptionskraft erzeugt, zeigt folgendes Beispiel: 


eee ee 84 81 
Niere. pinpeio ce aul acte 81 
Heibgelatine  . ee! a at ee 71 77 74 
Kaltgelatine ...... 77 79 77 
Rohrzucker. . . + ae 84 82 
Traubenzucker ... . . 74 74 77,5 


Die Werte fiir Zuckerkohlen aus Pottasche andern sich mit der 
Konzentration der Zuckerlésungen, aus molarer Lésung z. B. 67, 70, 
wis m/10 51, 55, jedenfalls gegeniiber den Gelatinekoblen und erst 
recht der Glycerinkohle viel zu hohe Werte. Bei leicht kristallisierenden 
Verkohlungssubstanzen scheint die Struktur der Kohle eine Funktion 
des Verhaltnisses der Léslichkeit des organischen und des anorganischen 
Materials zu sein. Dem entspricht es, wenn mit Calciumchlorid als 
Fiillsel Zuckerkohlenwerte gefunden werden, die unter denen fiir 
Gelatine liegen. Die Versuche mit Calciumchlorid sind noch nicht 
spruchreif, es macht sich hier die Austauschadsorption stark bemerkbar, 
die Kohlen miissen nicht nur gewissert, sondern auch mit mehrfach 
gewechbselter konzentrierter Salzsiure behandelt werden, um _ iiber- 
einstimmende Werte zu ergeben. So gaben Gelatinekohlen ohne Salz- 
siurebehandlung 5,7, 8,6, 18.5, nach der Saure 65, 62, 63, 63; Rohr- 
zucker vorher 4,9, nachher 32,5; Traubenzucker (frisch gelést) 8,6 
bzw. 43 in m/10 Lésang. Es ist anzunehmen und durch die Gelatine- 
versuche bisher bestatigt, daB die gesiattigte Caiciumcbloridlésung 
beim Eintrocknen den Verteilungszustand kolloidaler Lésungen ver- 
andert, sein Anwesungsbereich wiirden eher die molekulardispersen 
Stoffe sein, nach Fortfiihrung der Versuche wird dariiber berichtet 
werden 











Mastixsol und Proteine. 


Von 
Katsuo Hotta (Nagoya, Japan). 
(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wie: 


(Eingegangen am 12. Januar 1927.) 


Das Mastixsol hat neben dem Goldsol sehr frith die Aufmerksamkeit 
der Mediziner wegen seiner Verwendbarkeit zu Kolloid-EiweiBflockung- 
reaktionen gefunden. Die letzteren haben wiederum wegen ihrer | 
ziehungen zu den Agglutinations- und Prazipitationserscheinungen. sow) 
besonders als Liquorreaktionen ein erhebliches praktisches Interess« 
erlangt. Gegeniiber der giinstigen Entwicklung der technischen Seit 
ist hier jedoch die theoretische Erkenntnis zuriickgeblieben oder het 
sich mit sehr unvollkommenen Bildern begniigen miissen, ein Umstan< 
der in erster Linie auf die ungeniigende physikalisch-chemische Chara}, 
terisierung der verwendeten Sole und die -unzureichende Beriic! 
sichtigung des Verhaltens und der Konstitution reinster elektrolyt 
freier Kiweiblésungen zuriickgefiihrt werden muB. In dieser Richtung 
sollen die folgenden am Institute auf Anregung und unter Leitung 
des Herrn Prof. Pauli angestellten Beobachtungen im Verein nit 
anderweitigen!) Versuchen einen vorlaufigen Beitrag liefern. 


1. Physikalisch-chemische Charakteristik des Mastixsols. 


Darstellung. Nach der iiblichen Bereitung des Mastixsols wurde ka 
licher Mastix im Verhaltnis 1: 10 in absolutem Alkohol gelést. Von diese 
Stammlésung wurden 2 ccm mit 20 cem Alkohol verdiinnt und dann tropfen 
weise unter Riihren zu 80 ccm destillierten Wassers gegossen. Spiater wurc: 
die alkoholische Lésung auf einmal dem Wasser zugegeben und die Mischun 
einige Stunden geschiittelt. 

Zur Reinigung des Mastix von Elektrolyten wurde die obige Stamn 
lésung zur Halfte mit Wasser verdiinnt und wenigstens durch 48 Stunder 
in einem mittelgroBen Paulischen Elektrodialysierapparat (220 Volt 
unter zeitweiligem Umriihren durchstrémt. Dabei wird der gréBte Tei 
des Harzes auf der anodischen Membran niedergeschlagen, von det 


1) Vgl. M. Spiegel-Adolf, diese Zeitschr. 180, 395, 1927 
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ibgelést und im Exsikkator getrocknet wurde. Dieses gereinigte und ge- 
trocknete Produkt diente zur neuerlichen Bereitung einer Stammlésung 
Der verwendete Alkohol wurde durch Destillation gereinigt. Die End 
konzentration der Sole an Alkohol betrug 22 Vol.-Proz. 

Methodik. Die H-lonenaktivitat (aq) wurde potentiometrisch mit der 
rotierbaren Paulischen Elektrode') in einigen Fallen mit der Biilmann- 
sehen Chinhydronelektrode bestimmt. Ferner wurden die mittels der 
Mikroleitfahigkeitstitration [Pauli-Semler?)| titrierbaren H-lonen (cy) er- 
mittelt, die regelmaBig héhere Werte als aq ergaben. Die Leitfahigkeits- 
messung muBte wegen des erheblichen zeitlichen Anstieges mit unplatinierten 
Elektroden, also bei schlechterem Minimum, vorgenommen werden. Die 
Korrektur fiir die Leitfahigkeit des reinen Mediums wurde bei den Alkohol- 
Wassermischungen im Versuch jeweilig ermittelt, fiir die Wasserleitfahigkeit 
meist der erfahrungsmaBige Wert 2,5 .10-°r. O. eingesetzt, soweit nicht 
besondere Umstande zu beriicksichtigen waren. 


Ks war zuniachst von Interesse festzustellen, ob ein reines Mastixsol 
ein Acidoid vorstellt, also ein Kolloid mit negativen aufladenden Kom. 
plexen und mit H” als Gegenionen. Diese Bezeichnung legt die rein 
chemische Auffassung als Saure zugrunde (Pauli) und ist nicht identisch 
mit der Nomenklatur von L. Michaelis*), der unter Acidoiden Sole 
mit dem isoelektrischen Punkt auf der sauren Seite des py versteht, 
unabhangig vom Reinheitsgrad und den vorhandenen Gegenionen. 
Der Michaelissche Begriff Acidoid und Basoid deckt sich im wesent- 
lichen mit der Bezeichnung elektronegatives und positives Kolloid und 
sieht z. B. nicht den Fall vor, daB es positive Sole mit OH als Gegenion 
praktisch nicht gibt*). DaB die aufladenden Komplexe der kolloiden 
Harze Harzsiureionen sind, die infolge der Verseifung im Wasser auf 
der Teilchenoberfliche entstehen, wurde zuerst von Pauli5) aus- 
gesprochen. Die gleiche Auffassung des Ursprungs der Teilchenladung 
liegt wohl der Arbeit von L. Michaelis und A. Domboviceanu®) zugrunde, 
welche die Abhangigkeit der Wanderungsgeschwindigkeit des Mastixsols 

1 py der Fliissigkeit behandelt. 

Um nun zu priifen, ob das Mastixsol ein primiires reines Acidoid 
vorstellt, wurde, wie in friiheren Arbeiten [Pauli-Valko*)], aus der 
H-Aktivitat und plausiblen Werten der Kolloidionenbeweglichkeit 
eine Leitfahigkeit errechnet, die mit der tatsiichlich gemessenen ver- 
glichen wurde. Die Ubereinstimmung der gefundenen und berechneten 


') Biochem. Zeitschr. 52, 371, 1913 und Kolloid-Zeitsechr. 21, 51, 1917. 

®) Kolloid-Zeitschr. 84, 145, 1924. 

3) Ebendaselbst 81, 249, 1922. 

*) Vgl. Pauli, EiweiBkérper und Kolloide. 2 Vortrige, J. Springer, 
Wien 1926. 

5) Kolloid-Zeitschr. 28, 50, 1921. 

®) Ebendaselbst 34, 322, 1924. 

*) Zeitschr. f. physik. Chem. 121, 161, 1926; daselbst Literatur. 
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Werte wiirde fiir den rein acidoiden Charakter des Sols sprechen wii 
zugleich dafiir, daB die weitere dieser Berechnungsweise zugrun«: 
liegende Voraussetzung von der geniigenden Ubereinstimmung der 
Aktivitats- und Leitfahigkeitskoeffizienten des Kolloids (in bezug auf 
das Gegenion) praktisch erfillt war. 

Die in unserem Falle vorliegende Komplikation besteht darin 
daB das Mastixsol alkoholisch-wisserig war und da®B in die Rechnung 
die Leitfahigkeit der lonen in solchen Mischungen eingesetzt werden 
muBte. Zu ihrer Ermitthung wurde die Abhangigkeit der Aquivalent 
leitfahigkeit einer Schwefelsiure von bekannter Aktivitaét (aq = 3,99 
. LO~*n) vom Alkoholgehalt des Lésungsmittels festgestellt. Im Meb- 
bereich erwies sich das potentiometrisch bestimmte aq als praktisch 
unabhingig vom wechselnden Alkoholgehalt. Die folgende Tabelle | 
zeigt die Abnahme der Leitfaihigkeit mit der steigenden Alkohol 
konzentration. Aus den gefundenen (wx + vso,)-Werten ergibt sich 
bei Annahme proportionaler Beeinflussung der Beweglichkeiten uy 
und vso, durch den Alkoholzusatz eine Tabelle fiir den Gang von uy 
Legt man fiir unser Mastixsol den Wert vx,,, = 30 zugrunde, so er 
mittelt sich u + v = 236 fiir den Alkoholgehalt von 22 Proz. Der 
gefundene Gang der Leitfihigkeit der Schwefelsiure stimmt be 
friedigend mit vorliegenden Werten von Godlewski') iiberein. 


Tabelle I. 





Vol.Proz. Alkohol k. 104 £.O. u+v 
0 1,709 428 

4,25 1,473 378 

95 1,381 345 

13,75 1,228 308 
19,00 1,09 273 

20,9 _ 259 
23,25 0,904 238 


In der Tabelle II ist ein Teil der ausgefiihrten potentiometrischen 
Messungen (aq) und Leitfahigkeiten (k) an frischen Mastixsolen mit 
22 Proz. Alkohol zusammengestellt. Unter a sind Sole mit einer Leit- 
fihigkeitskorrektur von 1,2.10-° fiir die Alkoholwassermischung, 
unter 6 Sole aus einer anderen Stammlésung und etwas wechselnder 
Leitfahigkeit des Dispersionsmittels, die fiir jedes Sol separat bestimmt 
wurde, unter c) und d) sind Sole mit elektrodialytisch gereinigtem 


1) Bull. Acad. Se. Craec. 1904. 
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\astix angefiihrt, wobei ag in den letzten zwei Solen mittels der 


hinhydronelektrode gemessen wurde. 


Tabelle 11. 





; a,,. iP 
Sol k. 10° © O. ay - 1% H 
berechnet aus i 


a) 
L 5,12 2,4 2,12 
M 5,24 2.09 2,22 
N 4.53 2,00 1.92 
0 4.44 1.89 1,58 
P 4.03 1,61 1.54 

b) 
s 5,03 1.85 2,12 
I 3.74 1.49 1.58 
| 3.51 1,24 1.49 
V 3,08 1.06 1,28 
W 4.70) 1.51 1,99 
Z 5.48 1.71 2,22 
«) 
I\ 5.01 2.21 2,12 
IX 10.04 4,08 4,25 
X 6,42 2.64 2,72 
XI 6.61 2.50 2.89 
X11 11.65 2,69 4.93 
ad) ; 
X\ 17,0 7.11 7,29 
XVII 11,28 4.16 4,78 


Die Versuche zeigen im allgemeinen eine befriedigende Uberein- 
stimmung des gemessenen und des aus der Leitfahigkeit berechneten aj;, 
wodurch der rein acidoideCharakter der in tiblicher Weise hergestellten und 
ebenso der aus vorgereinigtem Mastix gewonnenen alkoholisch-wasserigen 
Sole in hohem MaBe wahrscheinlich gemacht wird. In der Uberzahl 
der Beobachtungen liegt der aus k berechnete aq-Wert ein wenig aber 
merklich héher als der gemessene. Der Wert von ag ist seiner GréBen- 
ordnung nach dem Gehalt an Mastix (Trockengehalt etwa 0,4 bis 
0.5 Proz.) und dem polydispersen Charakter des Sols entsprechend. 

Die Mastixsole zeigen ferner eine starke zeitliche Anderung, er- 
kennbar an einem Anstieg der Leitfahigkeit. Wie die Tabelle [11 dartut, 
entspricht diesem Anstieg ein nahe proportionales Anwachsen der 
H-lonenkonzentration 
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Tabelle 111. 





, Zei P dy . 10° 
Sol ach | k. 108 r.0. ay - 10° beob. - ll 
4 sofort 11,26 - — 

4 8d 15,27 7,55 6,47 

5 sofort 8,26 — 

5 Rd 20.1 8,84 8.45 
XI 36h 6,61 2,58 2,89 
XI 4d 9,93 4,69 4,21 

B id 7.04 2,12 2,98 
B Sd 9,41 3.55 3.99 
F 14 8.6 2.59 38.56 

F 6d 99 4,16 4,20 


Der zeitliche Anstieg der H-lonenkonzentration kann zu_ ver 
haltnismaBig hohen Werten derselben fiihren. Nach analogen Beob- 
achtungen an Sulfidsolen miissen bei den gegebenen Solkonzentrationen 
die ansteigenden hohen Leitfihigkeiten und H-Aktivititen auf dic 
Ablésung der ionogenen Komplexe von den Solteilchen, also auf das 
Auftreten freier Harzsiiure oder auf einen sehr feinteiligen Zerfall der 
Solpartikelchen bezogen werden. DaB ein Gleichgewicht mit in Lésung 
gegangener Harzsiure besteht, dafiir kénnte schon die meist merklich 
héhere aq sprechen, die sich aus der Leitfaihigkeit berechnet. Diese 
geringe Diskrepanz lieBe sich beseitigen, wenn fiir die freie Harzsiure 
eine etwas héhere Beweglichkeit einzusetzen ware als fiir das Kolloidion 

Man kann schlieBlich durch viele Stunden lange Vakuumdestillation 
bei 18 bis 25°C und standigen Ersatz der wegdestillierten Fliissigkeit 
durch Wasser den Alkohol aus den Solen entfernen und so zu sehr 
stabilen, rein wdsserigen Mastixsolen kommen. Auch diese zeigen den 
rein acidoideri Charakter und eine geringe, aber deutlich héhere Leit 
fahigkeit als dem gefundenen aq entspricht (Tabelle IV). Behufs Er 
mittlung der Leitfahigkeitskorrektur wurde in diesen Versuchen Wasser 
in der gleichen Weise im Destillierapparat behandelt wie das Sol. 


Tabelle IV. 





= . 5 5 ay - 10° 
Sel k.10 2.0. “g - 10 berechnet aus / 
lV 1,92 3.85 4.94 

V 1,45 3,42 3.81 

Vi 0,86 2.21 2.28 


Aus den bisherigen Versuchen geht mit aller Wahrscheinlichkeit 
hervor, daB die Mastixsole reine Acidoide sind wnd mit der Zeit ein 
Verdnderung durch Ablésen der oberflichlichen, ionogenen Harzsdur: 
erfahren, die sich als Anstieg von k und ay kundgibt. Sie stellen dann 
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nicht nur, wie nach der Herstellungsweise angenommen werden mub, 
polydisperse Sole, sondern geradezu eine Mischung von Kolloidelektrol yt 
mit typischem Elektrolyt dar. Diese Anschauung findet eine Be 
statigung in einer nach AbschluB dieser Untersuchung erschienenen 
Arbeit von H.V. Tartar und C. Z. Draves'), welche in Solen, die 
+ Wochen gestanden hatten, fast das ganze H durch dialysable bzw 
ultrafiltrierbare Saure bedingt fanden, wie dies namentlich bei héheren 
Werten von aq der stark verschiedenen Mastixsole erwartet werden dart 


2. Flockungsversuche mit Eiwei8kérpern. 
a) Glutin. 


Fiir Gelatine hat Menz*) die bemerkenswerte, von Zsigmondy und 
Joel*) weitergefiihrte und analysierte Beobachtung gemacht, daB sie 
fiir das Formolgold ein von ihrem Dispersitatsgrad abhangiges Flockungs- 
vermégen besitzt. Diese Flockung erschien nimlich nur auf die grob- 
disperse, triibe Zerteilung der franzésischen Gelatine beschriinkt, 
welche man durch mehrtagiges Stehenlassen einer I proz. Lésung 
erhalt und die nachtraglich fiir die Flockungspriifung verdiinnt wird 
Es findet sich dann in einem relativ engen Konzentrationsbereich dieser 
Gelatine mit Formolgold ein Farbenumschlag. Zum Unterschied von 
dieser grobdispersen Gelatine laBt sich eine sorgfaltig nach Vordialyse 
bei 220 Volt elektrodialysierte Gelatine, entsprechend verdiinnt, als 
nahezu klare Lésung gewinnen. 

Die in unseren Versuchen verwendeten Mastixsole waren zunéchst 
alkoholhaltige Typen (Tabelle V) von der Leitfahigkeit k und mittels der 
Leitfahigkeitstitration ermittelten H-Ionen cg, welche fast das Doppelte 
der potentiometrisch bestimmten aq betrugen. Der Mastix war stets vor der 
Verwendung zur Solbereitung durch Elektrodialyse gereinigt. 





Tabelle V. 
Sol MII Mill MIV MVI M VII MIX 
k. 106 ; ; 8.89 63 16.6 8.95 4.73 13h 
Onna sa « 25 2.4 5.6 3,09 225 2.25 


Das Sol wurde zu gleichen Teilen mit der entsprechenden ver- 
diinnten Glutinlésung unter griindlicher Mischung versetzt. In samt 
lichen Versuchen — von einer tabellarischen Wiedergabe wird hie 
abgesehen — fand sich in einem Bereich zwischen 0,45 bis 0,03 mg, cem, 
etwas wechselnd bei den verschiedenen Solen, eine Flockungszone, 
deren Optimum etwa bei 0.25 mg/cem lag. Niedrigere und héhere 


‘) Journ. phys. Chem. 30, 763, 1926. 
*) Zeitschr. f. physik. Chem. 66, 129, 1909. 
8) Ebendaselbst 113, 302, 1924. 
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Hutingehalte blieben flockungsfrei. Die Flockung war weder dur:} 
Verdiinnung noch durch nachtraglichen Zusatz von iiberschiissige, 
Glutin reversibel. Sie war ferner bei franzésischer Gelatine und elektrv 
dialysiertem Glutin fiir dasselbe Mastixsol und gleichen Glutingeha|: 
nach Lage und Ausdehnung des Flockungsbereichs praktisch tiberei: 
stimmend. 

Um den EinfluB des sauren Charakters der Mastixsole auszuschalte;, 
wurden Versuche mit Zusatz von mittels KOH titriertem sowie iibe: 
titriertem Mastixsol (M 1X) ausgefiihrt. Es zeigte sich, dab eine Zuga!» 
von 5. 10> > n bzw. 1 . 10-4n KOH (Endkonzentration) keine merkliche 
Verschiebung des Flockungsbereichs der zwischen 0,45 und 0,025 mg /ccm 
lag, bewirkte. Weiter wurde der Einflu®B kleiner Mengen Neutralsalzes 
u/1000 KCl [Endkonzentration')] auf die Glutinflockung gepriif 
Dabei ergab sich eine Verschiebung des gesamten Flockungsgebiets 
des Glutins in niedrigere Konzentration, und zwar von 0,2 bis 0.015 
ohne Salzzusatz, in 0.05 bis 0,0025 mg/cem mit dem angegebenen 
Salzzusatz (franzésische Gelatine und Sol M III). Ein analoges Ve 
halten war auch an elektrodialysierter Gelatine (Goldmarke) zu kon 
statieren. 

Geringe Zusitze von Saure und Alkali zum Glutin vor Zugabe 
des Sels wirken im Sinne gainer leichten Férderung bzw. Hemmung 
der Flockung. Doch laBt sich noch bei einem Verhaltnis von 7:1 der 
lproz. Gelatine und von n/l00 KOH eine merkliche Triibung des 
Mastixsols in der sonstigen Flockungszone erzielen. Erst eine weitere 
Verschiebung des Verhiltnisses zugunsten der Lauge fiihrt zu vélliger 
Hemmung des Flockungsvermégens. 


Es war nur noch zu priifen, welche Rolle dem Alkoholgehalt des 
Mastixsols bei der Glutinflockung zukommt. Die Alkoholwirkung 
kéunte vor allem darin bestehen, als Vorstufe der in hohen Alkoho! 
konzentrationen erfolgenden Fillung des Glutins, seinen Dispersitits 
grad zu verringern. Zur Entscheidung der Frage wurden Mastixsole 
einer wiederholten stundenlangen Vakuumdestillation in einem Apparat 
aus Jenaer Glas mit eingeschliffenen Verbindungsstiicken unterworfen 
Diese Temperatur betrug 18 bis 25°. Das urspriingliche Fliissigkeits 
volumen wurde immer wieder durch destilliertes Wasser ersetzt. Dic 
erzielten Sole erwiesen sich praktisch als alkoholfrei. Bei drei der 
artigen Mastixsolen zeigte sich, daB sie lediglich mit franzésische: 
Gelatine geflockt wurden, dagegen blieb die Flockung der die alkohol! 
haltigen Mastixsole koagulierenden elektrodialysierten Gelatine aus 


1) Das Salz wurde in n/10 Lésung dem Sol behutsam unter folgenden 
starken Schiitteln zugesetzt, so daB von einer Volumeninderung des So!> 
abgesehen werden konnte. 
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ese Flockung konnte jedoch schon in Anwesenheit von wenig Neutral 
salz (Endkonzentration 0,002n KCl) wieder hervorgerufen werden 
Danach ist der Alkoholgehalt der gewéhnlichen Mastixsole von Be 
deutung fiir die Flockbarkeit eines sonst zu fein dispersen Glutins 


b) Albumine. 


Zur Verwendung kam ein reinstes Ovalbumin, das nach Vordialyse im 
Faltendialysator (bis zur GréBenordnung von k ~ 10-5) durch Elektro- 
dialyse bei 220 Volt gereinigt und mittels wiederholten Zusatzes von n/100 
K,SO, globulinfrei gemacht worden war. Frisch elektrodialysiert, besab 


es in Iproz. Lésung die Leitfahigkeit von k = 9,2. 10-°, nach laingerem 
Stehen 2,16.10-5. Ein analog gereirigtes Seralbumin hatte beim Stehen 
an der Luft in 1,4proz. Lésung k = 1,62.10-5. Zugesetzt wurden die 


Mastixsole III, IV, VI (s. oben), die aus elektrodialysiertem Mastix bereitet 
waren. 

Die gegenseitige Flockung von Mastixsolen und SerumeiweiBkérpern 
ist lange bekannt und mannigfach verwendet. Sie diirfte zuerst von 
0. Porges') angegeben worden sein. Fiir die Zwecke dieser Unter 
suchung war es lediglich von Interesse, das Verhalten hochgereinigter 
KiweiBkérper gegen Mastixsol festzustellen. 

In den angestellten Versuchsserien fand sich bei Ovalbumin eine 
Flockung sofort bei 2mg/ecm. Nach 12 Stunden Stehen der Mischung 
schon bei 0,1 mg/cem. Auch das Seralbumin zeigte ein analoges Ver- 
halten fast im gleichen Flockungsbereich. Eine Hemmung oder Wieder- 
auflésung der Flockungen im EiweiBiiberschuB konnte nicht beobachtet 
werden. 

Von Neutralsalzen wurden KCl und K,S0Q, in ihrem EinfluB auf 
die Flockung in der Weise untersucht, daB das Salz vorsichtig unter 
tropfenweisem Zusatz mit gleichmaBigem Riihren dem Sol bis zur 
Endkonzentration m/1000 zugefiigt wurde. Es fand sich mit KCl eine 
geringe Férderung der Flockung, erkennbar an einem leichten Herab- 
ricken der EiweiBkonzentration und an einer besseren Sichtbarkeit 
(Verdichtung) der Flocken. Bei K,SO, war in der verwendeten Kon- 
zentration diese Wirkung weniger deutlich ausgesprochen. 

Um das Verhalten von Hiweifsalzen zu priifen, wurden Gemische 
von I proz. Albuminlésungen mit 0,01 n Saéure (bzw. Lauge) hergestellt 
und wechselnde Mengen davon den Mastixsolen (1: 1) zugesetzt. Beim 
SaureeiweiB tritt eine scharfe, aber sehr eng begrenzte und deshalb 
leicht zu tibersehende Flockungszone auf. Oberhalb und unterhalb 
dieser Flockungszone bleibt das Gemisch ungeiindert. So fand sich 
fir Ovalbumin und M VII eine Flockung zwischen 0.0125 und 
0,0037 mg/ecm. (Diese Zahlen geben zugleich die vorhandene End 


1) Zentralbl. f. Bakt. 40, 133, 1905. 
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konzentration m 1000 HCl an.) Ahnliche Verhiltnisse finden sich | 
Seralbumin. Die Grenzwerte der Flockung liegen tief unter denen de 
reinen Albumine oder Sauren. Bei H,SO, fand sich ein analoges Ve: 
halten bei etwas geringerer Empfindlichkeit. So gab Ovalbumin 

H,SO, einen Flockungsbereich von 0,087 bis 0.03 mg/cem wad 
Seralbumin + H,SO, einen solchen zwischen 9,075 bis 0,015 mg ccm 
Mit Sétureeiweif tritt also im Uberschugp des EiweiBsalzes Hemmuny 
bzw. Wiederauflisung der Flockung auf. 

Laugenzusatz zum EiweiB hemmt sein Flockungsvermégen, doch 
war dasselbe noch bei einem Verhaltnis mg/eem von 15:1 z. b 
1,41 mg Ovalbumin + 0,09cem n/1000 NaOH erhalten. 

Die durch Vakuumdestillation erzielten alkoholfreien Masti rso: 
gaben mit den reinsten Albuminen gleichfalls Flockungen, wnd zwar 
ungefihr bei demselben Albumingehalt, wie die entsprechenden 
wisserig-alkoholischen Sole. 


Zusammenfassung der Eiweifflockungsversuche. 

1. Sowohl grobdisperse (nach Menz-Zsigmondy hergestellte), triibe 
als auch elektrodialysierte, feindisperse, klare Glutinlésung gibt mit 
alkoholisch-wisserigen Mastixsolen in einem Bereich von 0,45 bis 
0,03 mg Glutin pro leccem eine Flockungszone. Diese Flockung ist 
weder bei Verdiinnung, noch im Uberschu8 von Glutin reversibel. 

2. Neutralsalzzusatz verschiebt diese Flockung in niedere Glutin 
konzentrationen. 

3. Dem Alkoholgehalt des Mastixsols kommt eine sensibilisierencd« 
Wirkung auf die Flockung feindispersen Glutins zu, ahnlich wie dem 
Neutralsalz. 

4. Ersatz der H-lonen des Mastixsols durch K-lonen ist fiir dic 
Glutinflockung irrelevant. 

5. Saure oder Lauge, dem Glutin vor der Reaktion mit dem So! 
zugesetzt, wirken mit zunehmender Konzentration zunichst férdern« 
bzw. hemmend auf die Solflockung. 

6. Ovalbumin und Seralbumin geben eine Solflockung bei etwa 
2 bis 0,l mg/cem. Dieselbe ist vom Alkoholgehalt des Mastixsols 
praktisch unbeeinfluBt und wie beim Glutin weder auf Verdiinnunyg 
noch im AlbuminiiberschuB reversibel. 

7. Dagegen wird die Flockung mit EiweiBsalz (Saurealbumin) im 
Uberschu8 des Saureproteins wieder gelést. Steigende Alkalizugabe zum 
Albumin hebt sein Flockungsvermégen allmahlich auf. 














hin 


md 
Cm 


wing 


Och) 


SOlt 
Wa} 


den 


ibe 

mit 
bis 
ist 


tin 


nae 
lem) 


dic 


So! 
rn 


twa 
sols 


une 


im 


um 











Zur Frage nach dem 
Mineralstoffwechsel beim experimentell erzeugten Tetanus. 


Von 


4. M. Krinizki. 
Aus der chirurgischen Abteilung des Mecnikov-Krankenhauses in Leningrad. ) 


(Vorgetragen auf der 7. Sitzung der Endokrinologischen Gesellschaft 
am 22. Oktober 1926 in Leningrad.) 


(Eingegangen am 12. Januar 1927.) 


In allen sich im Organismus abspielenden Prozessen nimmt nicht 
nur irgend ein Organ oder ein Teil desselben, sondern ein ganzer' Komplex 
von Organen teil. In diese Prozesse ist sowohl das zentrale und periphere 
Nervensystem und das vegetative Nervensystem als auch ein ganzes 
System von Zellen und Geweben mit verschiedenen Kombinationen 
der in ihnen enthaltenen Elektrolyten Ca, K und Na mit einbezogen. 
In neuerer Zeit beurteilt man die Tatigkeit aller Organe vom Stand- 
punkt einer Verinderung des Fliissigkeitswechsels zwischen Zelle und 
Gewebe. Speziell den Elektrolyten Ca und Na wird in einer ganzen 
Reihe komplizierter piysikalisch-chemischer Prozesse, die sich im 
Organismus abspielen (Osmose, Diffusion, Durchgingigkeit der Zell- 
membran), eine besondere Rolle zugeteilt. 


Zondek und Kraus heben eine besondere antagonistische Wirkung von 
Ca und K hervor. Auf Grund ihrer experimentellen und klinischen Studien 
kommen erwahnte Autoren zu dem SchluB, daB die Elektrolyten von Ca 
und K auf Zellen und Gewebe auf dieselbe Weise einwirken, wie auch auf 
ein ganzes Organ. So ruft z. B. Ca die systolische Tatigkeit des Herzens. 
K umgekehrt die diastolische Tatigkeit hervor. Dementsprechend reagieret 
auch die Zellen auf Calciumwirkung mit systolischer, auf Kaliumeinwirkung 
mit diastolischer Tatigkeit. Diese Veranderungen hangen nach der Meinung 
von Zondek und Kraus augenscheinlich von dem ProzeB der Aufnahme und 
Abgabe fliissiger Substanzen von seiten der Zelle ab. AuBerdem wird nach 
den Ergebnissen dieser Autoren und vieler anderer die Héhe des Calcium 
und Kaliumstoffwechsels im Blute durch die Tiatigkeit des vegetativen 
Nervensystems reguliert, sowohl von dessen sympathischem, als auch 
parasympathischem Teil. Unter normalen Verhialtnissen strebt dieses 
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System zur Erhaltung des Calcium- und Kaliumgehalts auf bestandiy«, 
Hohe. Bei einer Stérung der regulierenden Tatigkeit dieses oder jenes 
Abschnitts des vegetativen Nervensystems tritt das Vorherrschen des ein: 
der beiden Elektrolyten im Blute zutage. Die Autoren stellen somit zwei 
pathologische Formen des vegetativen Nervensystems fest. Die erste wird 
durch die Tonuserhéhung des sympathischen Nervensystems herv«) 
gerufen, die zweite durch die Tonuserhéhung des parasympathische 
Nervensystems. Dementsprechend wird dem Reizzustand des sympathischen 
Nervensystems die Bezeichnung Sympathikotonie, dem erhéhten Rei 
zustand des parasympathischen Systems aber die Bezeichnung Vagoton), 
gegeben. Die Sympathikotonie charakterisiert sich durch Stérung de- 
Mineralstoffwechsels im Blute, namlich durch Verringerung des Calciwr 
gehalts, einer gewissen Erhéhung des Kaliumgehalts, Abnahme des Phosphat 
gehalts, Vermehrung des Blutzuckers, Austritt von Zucker im Harn, ebens: 
aber durch Verringerung der Sekretion der Driisenapparate. 

Bei Erscheinungen der Vagatonie tritt eine Funktionshemmung <de- 
Vagusnerven auf; diese Erscheinung aber ist mit einer Verstarkung de: 
autotischen Organtatigkeit und Abschwachung der Koordinationstatigkeit 
verbunden. 

In bezug auf den Blutchemismus erhalt man bei der Vagotonie gege1 
iiber der Sympathikotonie umgekehrte Verhaltnisse. 

Es ist kaum anzuzweifeln, daB verschiedene pathologische Prozess 
mit einer Stérung des Mineralstoffwechsels einhergehen. Biedl, dann abe: 
auch Jbrahim und Falta stellten auf Grund ihres Studiums des Blutchemismus 
einen genetischen Unterschied zwischen den Erkrankungen der Schild 
driise und der Nebenschilddriisen fest. Die Untersuchungen von Loeb und 
vieler anderer stellten fest, daB die Erkrankung der Epithelkérperchen, 
welche mit einer Abschwachung ihrer Tatigkeit verbunden ist, sich klinisch 
durch Krampfe éuBert, vom Standpunkt des Mineralstoffwechsels aber 
sich durch Verringerung des Calciumgehalts und Verainderung des gegen- 
seitigen Verhialtnisses von Ca und K charakterisiert. Tisdall, Cramer, 
Howland bewiesen, daB bei Tetanie starke Hypokalzimie besteht. 

Der Calciumgehalt fallt bis 5,5 mg-Proz. Quest fand in der Hirnsubstanz 
spasmophylischer Kinder einen erhéhten Gehalt an Kalksalzen. Loeb weist 
ferner darauf hin, daB Calciumionen eine hemmende Wirkung auf dir 
Kontraktilitatsfunktion der Muskulatur ausiiben und da8 dank den Elektro 
lyten von Ca und K das Muskelsystem nicht bestandigen rhythmischen 
Kontraktionen ausgesetzt ist. Wenn man bedenkt, da®B zwischen de 
Funktion der Nebenschilddriisen und dem Calciumstoffwechsel im Blut: 
ein gewisser enger gegenseitiger Zusammenhang besteht, so erscheint dic 
Tatsache des Auftretens tetanischer Krampfzustande mit einer Verringerung 
des Calciumgehalts im Blute nach Exstirpation der Nebenschilddriisen ver 
standlich, ebenso aber umgekehrt das Wiederverschwinden der Tetanie mit 
gleichzeitiger Calciumvermehrung im Blute nach Transplantation dieser 
Driisen. Eine Stérung des Calcium- und Kaliumgehalts im Blute konnt: 
iibrigens unter anderen Bedingungen, auf dem Wege der Einwirkung ver 
schiedener pharmakologischer Gifte auf das sympathische oder para 
sympathische Nervensystem beobachtet werden. Unter diesen Giften sini! 
Adrenalin, Cholin und Muscarin zu nennen. 


Die Frage von der Stérung des Mineralstoffwechsels bei der Ver 
giftung des tierischen Organismus durch bakterielle Gifte und spezie!! 
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durch Tetanotoxin erwies sich daber sehr interessant und untersuchungs- 
\ iirdig. 

Auf Veranlassung von Prof. V. A. Oppel unternahm ich den Versuch 
zur Klarung der eben gestellten Frage. Es ist von vornherein zu be- 
merken, daB wir iiber die uns interessierende Frage aus der uns zuging- 
lichen Literatur nur sparliche Ergebnisse schépfen konnten. 


Frank bestimmte den Blutzucker- und Glykogengehalt der Hirnsubstanz 
bei Tieren, denen er Tetanotoxin injizierte. Kriéevski streift die Frage in 
seinem kritischen Artikel iiber ,,Endokrinologie in der Chirurgie’ und er- 
wahnt die Behandlung von Tetanus mittels Schilddriisenextrakt. Der Autor 
hat von dieser Behandlungsmethode gute Resultate gesehen, die sich in 
Abschwachung der Krampfe nach einigen Injektionen auBerten. Kritevski 
meint, daB die Abschwachung der Krampfe der Einwirkung des Neben- 
schilddriisenextrakts, welcher im Extrakt der Schilddriise enthalten ist, 
zu verdanken ist. Je mehr Nebenschilddriisenprodukte im Extrakt vor- 
handen sind, desto wirkungsvoller erweisen sie sich bei der Behandlung des 
Tetanus. Was nun das Studium des Calcium- und Kaliumstoffwechsels im 
Blut beim Tetanus und der Beziehung dieser Stoffe zur Funktionsstérung 
des vegetativen Nervensystems anbelangt, so konnten wir dariiber in der 
uns zuganglichen Literatur keine Hinweise finden. 


Kigene Untersuchungen, 

Unsere Versuche teilten wir in zwei Gruppen. In der ersten V ersuchs- 
reihe riefen wir bei den Tieren Tetanus hervor und untersuchten nach 
Kintritt der klinischen Symptome das Blut auf Calcitum- und Kalium- 
gehalt. In der zweiten Gruppe der Versuche transplantierten wir den 
Tieren ein Stiick Menschenknochen, wodurch wir den Gehalt des Blutes 
an Calcium kiinstlich erhéhten, injizierten dann erst den Tieren Tetano- 
toxin und untersuchten die Verinderungen des Calecium- und Kalium- 
stoffwechsels. Das Tetanotoxin erhielten wir durch die freundliche 
Vermittlung von Prof. B. P. Ebert. 

Das zu unseren Versuchen, verwandte Tetanotoxin: wurde im Labo- 
ratorium von Prof. Ebert vor einigen Jahren hergestellt, seine letale Dosis 
war uns unbekannt. An einer groBen Anzahl von weiBen Ratten und 
Mausen und an mehreren Kaninchen stellten wir die letale Dosis ungefaihr 
fest. Bei der Verdiinnung 1: 30000 traten keine Krimpfe ein, das Tier 
blieb am Leben. Bei einer Verdiinnung von 1: 20000 traten scharf aus- 
gepragte Tetanuserscheinungen am dritten Tage auf. Bei einem solchen 
Verdiinnungsgrad begannen die Erscheinungen mit einer Kontraktur de: 
hinteren Extremitét und Kontraktur des Koérpers zur Injektionseite hin. 
Am vierten Tage traten Kontraktur der iibrigen Extremitaten und anhaltende 
Krampfe auf. Der Tod trat am fiinften oder sechsten Tage infolge Lahmung 
des Atmungs- und Herzzentrums ein. 

Die Versuche der ersten Gruppe wurden an sechs Kaninchen von 
annihernd gleichem Gewicht und Alter ausgefiihrt. Im Laufe von 
2 Wochen wurde bei diesen Tieren dreimal das Blut in bezug auf den 
Gehalt an Calcium und Kalium nach dem Verfahren von de Waard und 
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Cramer untersucht. Daraufhin wurde zwei Kaninchen, Nr. 1 und 2 
Tetanotoxin in einer Lésung 1: 20000 subkutan injiziert. Den zwei 
anderen, Nr. 4 und 5, wurde das Gift in einer Verdiinnung von L: 15000) 
und schlieBlich dem letzten Kaninchen, Nr. 6, in einer Verdiinniung 
von 1: 30000 injiziert; die Menge der injizierten Fliissigkeit betrug 
lg pro Kilogramm Gewicht. Nach der Injektion wurde das Blut 
systematisch alle 2 Tage und am Tage des Todes untersucht. |ix 
Injektionen wurden subkutan an der einen oder der anderen Scit: 
des Brustkorbs injiziert. 

Die Ergebnisse der Verinderungen des Calcium- und Kaliun 
gehalts sind in folgender Tabelle niedergelegt. 


Tabelle 1. 





Vor Einfihrung des Toxins 











N Toxinmenge 3. VI. 6. VI. 14. VI 
f. ; oa - —— 
| Ca K Ca K Ca w 
1 1: 20000 11,3 18,6 11,8 17.5 114 | 175 
2 1: 20000 12,2 , 21,5 11.5 20,1 12.0 | 220 
3 1: 17000 10,8 | 20,1 94 , 200 | 104 | 21,1 
4 1: 15000 12,2 | 194 12,3 201 | 11,6 | 19.6 
5 1: 15000 12,1 | 184 12.5 18.6 123 | 182 
6 1:30000 | 102 | 1993 101 18,9 10.5 | 19.05 
Nach Einfiibrung des Toxins 
Versuch ee ee ee eee 4 
Nr Toxinmenge = 16. VI. 7. . Vi. j 19. V I. ; 
Ca K | Ca n Ca K 
1 1: 200% 93 | 1617 | 681 | 1821 62 2238 
2 1: 20000 811 | 19,92 | 7,6 18,8 6,01 21,5 
3 | 1:17000 9,2 20,0 7,0 23.1 6,4 26,21 
4 | 1:150% 1i,1 19,0 98 21.4 7,0 23.8 
5 1:15000 9,4 17.9 8,1 18,4 6.0 18.2 
6 1: 30000 10,0 19.7 9.98 19.2 95 19.1 


Ein Blick auf die angefiihrte Tabelle laBt uns folgende charak 
teristische Veranderungen des Blutchemismus nach Injektion einer 
tédlichen Dosis des Tetanotoxins erkennen. Am Versuch 6 sehen wit 
daB beim Fehlen klinischer Krampfsymptome der Calcium- und Kalium 
gehalt im Blute gar keine Verinderung zeigt. Nach Injektion eine: 
letalen Dosis 1 : 20000 in den Versuchen | und 2 sehen wir eine starke 
Verminderung des Calciumgehalts, welcher sich von 11,3 bis 6.2 im 
Terminalstadium verringert, d.h. die Verminderung geht bis 50 Proz 
Die Schwankungen des Kaliumgehalts gehen von 18,6 bis 20.5. Somit 
wird in diesen beiden Versuchen neben einer starken Hypokalzamie 
keine Verinderung des Kaliumgehalts beobachtet In den beiden 
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deren Versuchen, Nr. 3 und 4, bei der Toxindosis von 1 : 17000 und 
15000, tritt wie in den vorhergehenden Versuchen eine starke Ab 
nahme des Caleiumgehalts im Mittel auf 50 bis 60 Proz. ein. Der Kalium 
ehalt aber steigt z. B. von 20.1 bis 26,21, d.h. auf 20 Proz.; in den 
wuderen Fallen sinkt der Calcitumgehalt auf 50 Proz., der Kaliumgehalt 
ber schwankt zwischen normalen Grenzwerten. Zusammenfassend 
konnen wir aus den Ergebnissen der ersten Versuchsreihe folgende 
charakteristische Besonderheiten herverheben: 1. Der Calciumgehalt 
im Blute fallt im Mittel auf 40 bis 50 Proz.; 2. je héher die Dosis des 
eingefiihrten Tetanotoxins ist, desto rascher und stiarker sinkt die 
(‘aleciummenge. so sank z. B. beim Kaninchen bei der Dosis von | : 20000 
die Caletummenge am zweiten Tage nach der Injektion bis 9,0 mg Proz., 
bei dem anderen Kaninchen sank bei der Dosis von | : 15000 die Calcium 
menge in demselben Zeitabschnitt bis 7.0 mg-Proz.; 3. die Kaliummenge 
offenbarte in zwei Fallen eine unbedeutende Erhéhung auf 10 Proz 
md nur in einem Falle auf 20 Proz. Das gegenseitige Verhaltnis von 
Calectum und Kalium vermehrte sich in unseren Fallen immer zugunsten 
des Kaliums 
Der zweite Teil der Arbeit basiert sich auf sechs Versuche. In 
diesem Teile unserer Arbeit versuchten wir die Frage zu klaren, in 
wiefern die kiinstliche Erhéhung des Calciumgehalts im Blute von 
dem Beginn und Verlauf der Tetanusinfektion abhingt. Uns auf die 
Ergebnisse von Schmidt und Obraszov stiitzend, transplantierten wir 
den Kaninchen Stiickchen von Menschenknochen. Die Knochen- 
transplantate wurden aus der Tibia entnommen, in Sodawasser 3 bis 
Stunden lang ausgekocht und unter allen aseptischen Kautelen 
unter die Riickenhaut der Tiere transplantiert. Einige Tage spater 
erwies sich das Transplantat mit dem umliegenden Gewebe fest ver 
wachsen. Die Einheilung des Transplantats erfolgte gewéhnlich per 
primam intentionem. 10 bis 12 Tage nach vollstindiger Einheilung 
des Transplantats wurde bei den Tieren, wie bei der ersten Versuchs 
gruppe, das Blut untersucht und dann tédliche Tetanotoxinmengen in 
der Verdiinnung von 1: 20000, 1: 15000, 1: 17000 und 1}: 30000 
injiziert. Bei zwei Kaninchen wurde von Dr. Galkin die Blutzucker 
menge nach Hagedorn untersucht. Die Ergebnisse dieser Versuchsgruppe 
sind in Tabelle Il niedergelegt. 





Tabelle Il. 


Gehalt an Blutzucker. 





Versuch Vor der Nach der Nach Einfibrung 
Nr. Operation | Operation des Toxins 
| 0,96 0,121 0,044 
2 0.10 0.114 0,07 
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Tabelle 111. 





Vor der Operation 


Versuch 











Nr Toxinmenge 20. VI 25. VI. ». VI. 
Ca K Ca K Ca ~ 
1 1: 20000 11,2 21,1 11,9 20,9 11.4 21,6 
2 1: 20000 11,9 18,4 12,4 17,8 12,9 18,/ 
3 1: 15000 10,4 22,3 11,2 22,6 10,1 215 
4 1: 15000 12,1 20,5 12.3 20,1 11,7 21,3 
5 1:17 000 10,1 22.5 10.6 22,0 10,2 22,6 
6 1: 30000 12,1 19.5 11.9 19,0 12.4 19.6 
Nach der Transplantation 
Versuch : — : 
Nr Toxinmenge _10.Vil 12. VII. 14. VIL. 
Ca K Ca K Ca K 
1 1: 20000 12,7 20.9 13,9 19,8 13,2 20,4 
2 1: 29000 12.6 19,1 12,4 19,3 13,1 18.0 
3 1:15 000 11,9 20,9 11.8 21,3 12,6 21,9 
4 1:15 000 2.2 20,6 12.3 20.9 12.4 21,5 
5 1:17 000 105 21,9 109 21,8 12,3 22,2 
6 1: 30000 12.4 20,1 12,6 20,2 12.9 19.4 
Nach Einfiihrung des Toxins 
— 16. VII 18. VII 0. VII 
o » 20 
Nr. Toxinmenge 0 
Ca K Ca K Ca K 
l 1: 20000 8.4 21.3 7,1 21,3 65 21,9 
2 1: 20000 8&5 19,0) 7.4 19 7,0 18,7 
3 1: 15000 7,0 22.9 6.8 22,9 58 26,0 
4 1: 15000 8,1 21,9 6.7 21.8 6.4 24,1 
5 1: 17.000 8.5 21,7 5.9 20,9 7,0) 21.4 
6 1: 380000 10.5 19.4 8.4 201 S.4 19.5 


Wie aus dieser eben angefiihrten Tabelle zu ersehen ist. konnte 
bei allen Versuchstieren nach der Knochentransplantation eine lr 
héhung des Calciumgehalts auf 10 bis 12 Proz. konstatiert werden 
Der Kaliumgehalt behielt normale Grenzwerte. Nach Einfiihrung des 
Toxins in der Verdiinnung | : 20000 trat bei Kaninchen Nr. | und 2 
eine starke Herabsetzung der Calciummenge ein, welche von 11,2 bis 
auf 6,5, d.h. auf 50 Proz. gefallen war. Der Wert des Kaliumgehalts 
schwankt zwischen 21,1 bis 21,9 mg-Proz. Nach Einfiihrung einer 


stirkeren Dosis von Tetanotoxin (1: 15000) kénnen wir ebenso wie 
in den ersten Fallen, eine starke Herabsetzung des Calciumgehalts 
ungefahr auf 50 Proz. und eine entsprechende Vermehrung des Kalium 
gehalts auf 20 Proz. vermerken. Nach Einfiihrung einer nicht tédlichen 
Dosis, | : 30000, werden keine Veranderungen des Calcium- und Kalium 
gehalts konstatiert. Zusammenfassend kénnen wir von den Ergebnissen 
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der zweiten Versuchsreihe also folgendes sagen: 1. In allen Fallen stieg 
nach Knochentransplantation der Calciumgehalt des Blutes auf 8 bis 
\0 Proz., die Héhe des Kaliumgehalts blieb unverandert; 2. nach 
Kinfihrung von Tetanotoxin wurde in allen Fallen eine starke Abnahme 
des Caletumgehalts vermerkt. In zwei Fallen wurde ein Steigen des 
Kaliumgehalts auf 10 bis 15 Proz. beobachtet; in allen anderen Fallen 
schwankt die Zahl des Kaliumgehalts zwischen normalen Grenzwerten. 

Es stellt sich nun die Frage, wie man diese auf experimentellen 
Wegen erworbenen Tatsachen beurteilen und den komplizierten Fort- 
gang der durch die Einfiihrung des Tetanotoxins hervorgerufenen 
Reaktionserscheinungen vom Standpunkt des Blutchemismus und 
eines Zusammenhangs mit dem vegetativen Nervensystem erklaren soll. 

Wohlgemuth und einige andere Autoren nehmen an, da®B die Ver- 
minderung des Calciumgehalts im Blute mit gleichzeitiger Vermehrung der 
Kaliummenge oder auch ohne diese Vermehrung die AuBerung eines be- 
sonderen Symptomenkomplexes ist, den sie als Sympathikotonie —be- 
zeichnen. Wohlgemuth glaubt dabei annehmen zu kénnen, daB die Sympathi- 
kotonie — hervorgerufen in seinen Fallen durch die Ligatur des Ausfiihrungs- 
yanges der Pankreasdriise — auch von einer Erhéhung der gefaBverengernden 
Substanzen im Blut begleitet wird. Mit anderen Worten also glaubt 
Wohigemuth annehmen zu kénnen, daB die Sympathikotonie von Hyper- 
idrenalinamie begleitet wird oder sogar dieser gleichgestellt werden kann, 
was durch die Dilatation der Froschpupille unter der Einwirkung des Blut- 
serums seiner Versuchstiere bewiesen wird. Die Verminderung des'Calcium- 
gehalts und die Verinderung des Verhaltnisses zwischen Calcium und Kalium 
stellt nach Wohlgemuth eine bestandige Erscheinung dar. 

Wie aus den Zahlenwerten unserer Tabelle zu ersehen ist, kénnen 
wir in der Tat eine starke Verminderung des Calciumgehalts im Blute 
der Tiere, bei denen wir Tetanus hervorgerufen hatten, beobachten. 
Der Kaliumgehalt bleibt in der Mehrzahl der Fille bei normalen Grenz- 
werten, nur in den wenigsten Fallen wird der Kaliumgehalt in der Tat 
etwas erhéht gefunden. Wohlgemuth meint iibrigens, daB die absolute 
Erhéhung des Kaliumgehalts nicht wesentlich erscheint, eine viel 
gréBere Bedeutung besitzt die Verinderung des gegenseitigen Ver- 
hiltnisses zwischen Kalium und Calcium, welches beim Zustande der 
Sympathikotonie zugunsten des Kaliums und zuungunsten des Calciums 
verandert wird. Auf diese Weise kénnte es auf den ersten Blick scheinen, 
daB auch in unseren Fallen wir hinsichtlich der Stérung des Kalium- 
und Calciumstoffwechsels das Bild einer Tonuserhéhung des sympathi- 
schen Nervensystems, d.h. Sympathikotonieerscheinungen, vor uns 
haben. Es fehlen aber die Ergebnisse, welche die erwaihnten Auf- 
stellungen zu unterstiitzen imstande sind. Wir miissen umgekehrt 
hervorheben, daB die Schwankungen des Kalium- und Calciumgehalts 
in dieser oder jener Richtung ganz isoliert und ohne gegenseitige Ein- 
wirkung vor sich gingen. Diese Behauptung wird dadurch bewiesen. 
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daB nach einer deutlichen Vermehrung des Calciumgehalts im Blu 
nach der Knochentransplantation die Héhe des Kaliumgehalts g.) 
keine Anderung erfahrt. Was nun die Schwankungen des Calcium. wi‘ 
Kaliumgehalts anbelangt. so kann man unter diesen, wie aus unsere), 
Tabellen zu ersehen ist, keinen engen Zusammenhang feststelley 
In den einen Fallen finden wir eine Erhéhung des Kaliumgehalt, 
in anderen erfahrt derselbe keine Veranderung. Zweifelsohne muti 
man anerkennen, daB in einer Reihe von Fallen, besonders bei schwere), 
pathologischen Prozessen, eine Erhéhung des Kaliumstoffwechsels be 
Abnahme des Calciumgehalts eintritt. Doch hangt diese Erscheinuny 
von vielen bis jetzt noch unaufgeklirten Bedingungen ab. Ebens: 
unaufgeklirt ist die Frage von der gegenseitigen Riickwirkung de: 
Elektrolyten Ca und K. 

In ihren weiteren Auseinandersetzungen kommen die Autoren 
unter diesen auch Wohlgemuth, zu dem SchluB, daB die Schwankungen 
des Calcium- und Kaliumstoffwechsels immer von einer starken FE) 
héhung des Blutzuckergehalts begleitet werden. In den Versuchen von 
Wohlgemuth wies die Zuckermenge wahrend einer langen Zeit hohe 
Zahlenwerte (0,16 bis 0,17) auf und erreichte schlieBlich die fiir leicht: 
Diabetesformen charakteristischen Zahlenwerte. Die Untersuchungen 
von Kylin, Abelin, Zondek und Kraus stellten ebenso fest, daB dix 
Verminderung des Calciumgehalts und die Vermehrung des Kalium 
gehalts mit einer Erhéhung des Zuckergehalts einhergeht. Bei de 
Bestimmung des Blutzuckergehalts bei zweien unserer Versuchstier: 
fanden wir ein ganz umgekehrtes Verhiltnis. Am Anfang der Tetano 
toxinvergiftung, wo der Calcium- und Kaliumgehalt sich auf de: 
normalen Héhe befand, beobachten wir eine geringe Hyperglykiamic 
Am Ende des Versuchs aber, zurzeit des starksten Krampfezustandes 
und dementsprechend zurzeit der héchsten Hypokalzimie und eines 
in einigen Fallen bedeutend erhéhten Calciumgehalts, erhielten wir eine 
Hypoglykimie. Dieser Umstand erscheint uns als selbstverstandlich, 
da wir wissen, daB jede Muskelarbeit, in unseren Fillen aber per 
sistierende Krampfe, eine Verminderung des Blutzuckergehalts hervoi 
rufen. 

Die Ergebnisse der Blutzuckeruntersuchung bestarken uns noch 
mehr in der Auffassung, daB die Schwankungen des Calciumstoff 
wechsels, die Verinderungen des Kaliumgehalts und schlieBlich det 
Zuckergehalt des Blutes keineswegs parallel gehen. Jeder pathologiscl« 
ProzeB kann von dieser oder jener Verainderung eines jeden einzelnen 
Symptomenkomplexes begleitet werden. Nach der Meinung von Prof 
V. A. Oppel kann man schwerlich annehmen, daB die oben beschriebenen 
Veranderungen des Blutchemismus und ihr gegenseitiges Verhaltnis 
als AuBerung einer besonderen Form eines pathologischen Zustande- 
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les vegetativen Nervensystems gelten kénnen. Die Schwankungen 
les Caleium-, Kalium- und Zuckergehalts kénnen nicht in strenger 
GesetzmaBigkeit miteinander stehen, und die Veranderung des Gehalts 
ees jeden dieser Stoffe kann verschiedene pathologische Zustande 
les Organismus begleiten. 

Wie dem auch sei, zeigen die Untersuchungen des Caleium- und 
Kaliumstoffwechsels bei experimentell erzeugtem Tetanus, dab, wie 
uch bet Tetaniekrimpfen mit hypofunktionierenden Nebenschild- 
iriisen, der Mineralstoffwechsel erheblich leidet. Die Auffassung, dab 
der Tonus des Muskelsystems und der Gleichgewichtszustand dieses 
lonus sich in engem Zusammenhang mit der Gehaltshéhe der Calcium. 
ionen befindet, wird an unseren Versuchen vollkommen bestitigt. 

Sehr interessant und beachtenswert erweist sich in unserer Zeit 
die Frage, inwiefern der Mineralstoffwechsel beim Tetanus in einem 
indirekten oder unmittelbaren Zusammenhang mit der Funktion der 
Nebenschilddriisen steht, und ob hier nicht eine akute Minderwertigkeit 
der Nebenschilddriisen vorliegt, die das ursichliche Moment zur Ent- 
stehung der Krampfzustiinde bildet. Die weiteren Untersuchungen 
sollen auf diesem Wege weitergefiihrt werden. 

Zusammenfassend erlaube ich mir, folgende SchluBsitze auf- 
zustellen 

1. Knochentransplantation (Heterotransplantation) ruft,eine Ver- 
mehrung des Calciumgehalts im Blut hervor, wodurch die Unter- 
suchungen von Schmidt und Obraszov bestitigt werden. 

2. Schwache Dosen von Tetanotoxin tiben auf die Mineralbestand. 
teile des Blutes keinen EinfluB aus. 

3. Starke, tédliche Tetanusgiftmengen verringern den Calcium- 
gehalt im Blute bis zum Grade einer starken Hypokalzaimie. Der Calcium- 
gehalt ist gelegentlich besonders bei schweren klinischen Formen erhéht. 

4. Der Symptomenkomplex des Tetanus enthalt Hypokalzimie, 
relative Hyperkaliimie und terminale Hypoglykamie. 

5 Durch die priventive Erhéhung des Calciumgehalts im Blute 
mittels Knochentransplantation kann weder der Entwicklung der 
Tetanussymptome vorgebeugt werden, noch der Beginn der Erkrankung 
angehalten werden 











Experimentelle Verschiebungen des Serumtryptasenwertes. 


Von 
0. Steppuhn und \Nenia Utkin-Ljubowzow. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologis 
des Staatlichen Chemo-Pharmazeutischen Forschungsinstituts, Moskau. 


(Eingegangen am 12. Januar 1927.) 


Die Frage nach Herkunft und Qualitaét der Serumproteasen steht 
mit dem Problem der intracellularen proteolytischen Fermente in 
engster Verbindung. Sieht man von der méglichen Riickresorption 
der Verdauungstryptasen ab, so kann ja das Serum nur Zelltryptasen 
erhalten, sei es aus den Formelementen des Blutes, besonders Leuco 
eyten oder aus den zu Geweben verbundenen Zellkomplexen. Es ist 
darum selbstverstandlich, daB wir aus unseren Autolysestudien heraus 
auf die dunklen Punkte der Serumproteaseforschung stieBen. Und je 
mehr wir uns in das Studium der Literatur und Bewertung unsere 
ersten Tastversuche vertieften. desto augenscheinlicher wurde es, dab 
die dunklen Punkte eigentlich dominieren. 

Wenn eine ganze Reihe dlterer Autoren dem nativen Serum keine 
proteolytische Fahigkeit zuschreiben konnten, so ist damit wohl nur die 
antitryptische Fahigkeit des Serums in bezug auch auf die Serumtryptasen 
bewiesen, denn in neuester Zeit ist es ja vielfach gelungen, auf verschiedene 
Weise die Serumproteasen zu ,,demaskieren** — um nach Jobling zu sprechen 

und eine Verdauung wie der eigenen, so auch zugefiihrter Proteine zu 
erzielen. 

Glaubt EF. Abderhalden, daB normales Serum keine Proteasen enthalt, 
so ist das Wort ,,normales** zu umschreiben. Sollten die beobachteten 
Proteasen durch Manipulationen an entsprechendem Blute also Defibrinieren 
und Zerfall von Leucocyten und Blutplaittchen entstehen, so ist dieser 
Vorgang nur quantitativ durch die Manipulationen verstarkt. Im ganz 
normalen Organismus findet ein staéndiger Untergang von Leucocyten statt : 
sollten deren Proteasen denn wirklich nicht vom Blute mitgenommen werden 
kénnen ? Ebenso verstandlich erscheint es, daB Organ- und Gewebsproteaser 
in den Blutstrom gelangen miissen. 

Neuerdings haben ja auch wieder M. Schierge') und Hans J. Fuchs* 
interessante Ergebnisse tiber proteolytische Fermente des Serums publiziert ; 


') M. Schirge, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 32, 34, 1923. 
2) H. Fuchs, diese Zeitschr. 170, 76, 1926; 176, 92, 1926. 
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lie angewandten Methoden sind verschieden und die fermentative Fahigkeit 
vollkommen deutlich meBbar. Inzwischen ist auch eine Arbeit aus unserem 
Institut von L. und Xenia Utkin Ljubowzow') erschienen mit der Beschreibung 
einer besonderen Versuchsanordnung, welche die systoproteolytische 
Fahigkeit des Serums hemmt und die Proteolyse an der Caseinverdauung 
miBbt — bis zu 70 Proz. des zugesetzten Substrats wurden vom Meer- 
schweinchenserum verdaut. Es erscheint uns somit, dab C. Oppenheimer®) 
wohl nicht recht hat, wenn er an einer Stelle schreibt: daB Serum, praktisch 
genommen, kaum Proteasen fiihrt. Es fiihrt eben wohl kaum manifeste 
Proteasen und auch diese mit Einschrinkung, denn in saurer Pufferung 
wutolysiert ja auch Serum, und diese Ausdrucksweise ist sicher mehr be- 
rechtigt, wie die immer bereite Erklarungsformel in saurer Pufferung 
wird das Antitrypsin ,,zerstért™. 

Diese systo- oder antiproteolytische Fahigkeit des Serums, welche 
sicher eine groBe biologische Bedeutung besitzt, weil eben im Serum 
meist unspezifische, polylytische Proteasen kreisen, die die Serum- 
proteine angreifen kénnten, hat die Serumproteaseforschung auf- 
gehalten, und wenn spiter durch ,, Beseitigung‘‘ des Antitrypsins mittels 
Chloroform, Aceton, Phenolderivaten, Kieselgur, Kohle, Kaolin usw. 
eine noch deutliche Serumautolyse eingeleitet werden konnte, so war 
einmal die Verdauung gering, andererseits aber ist es kein gliicklicher 
Gedanke, wenn man nicht die Autolyse als solche studiert, sondern 
die Proteolyse iiberhaupt messen will, diese an einer Selbstverdauung 
zu messen. Es ist selbstverstandlich, daB verschiedene Serien besonders 
bei pathologischen Erscheinungen auch ein verandertes Substrat auf- 
weisen; fiir das Gesamtresultat ist also nicht nur Fermentaktivitat, 
sondern auch die Qualitat des Substrats ausschlaggebend. 

Bevor die erwihnte Methode*) bei uns ausgearbeitet wurde, haben 
wir versucht, die Serumautolyse nach Behandlung mit Chloroform, 
Kaolin usw. in Pufferlésungen zu messen, und kénnen nicht iiber gute 
Erfahrungen reden. 

Das Wirkungsoptimum ist wohl das erste, was ein Ferment 
charakterisiert. Will man die Frage der Herkunft und Qualitat pro- 
teolytischer Serumfermente entscheiden, so ist vor allen Dingen nach- 
zusehen, welche Wasserstoffionenkonzentrationen als Wirkungsoptima 
bestimmt werden kénnen und welche Ubereinstimmung die so ge- 
fundenen Werte mit denen von Fermenten erwarteter Herkunft zeigen. 
Die folgende Mitteilung behandelt diese Frage. 

Gleichzeitig begannen wir aber mit der Untersuchung der Serum- 
tryptasen bei gepufferter, neutraler Reaktion, um vor allen Dingen sich 
zu vergewissern, ob eine Konstanz der Tryptasewerte bei einzelnen 


) L. und Xenia Utkin-Ljubowzow, diese Zeitschr. 169, 100, 1926. 
2) C. Oppenheimer, Fermente 8. 1070, 2620. 
3) I. ec. 
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Individuen und gleichartigen Tieren tiberhaupt besteht, und sodany 
Verschiebungen der Tryptasewerte zu fassen, die auftreten miiBten 
wenn der problematische Tryptaselieferant des Serums entweder im 
Organismus ausgeschaltet oder umgekehrt dessen erhéhte Tatigkeit 
provoziert wurde. Gerade diese Fragestellung verlangte ein leicht und 
von allen Tryptasen angreifbares Substrat; als solches war das Casein 
sehr gelegen. Wie gesagt, arbeiteten wir bei py = 7 im optimalen 
Tryptasebereich'), um einer jeden eventuell auftretenden Tryptase 
gerecht zu werden. Wir hielten uns in allen Einzelheiten an die Methocde 
von L. und Xenia Utkin-Ljubowzow (1. c.). Mit dieser Methode arbeitend 
stellten wir die ersten Versuche so an, daB wir auch die Verdauung im 
optimalen Bereich der Organpepsinasen (py = etwa 3,5) bestimmten 
Es war entweder gar keine oder minimale Verdauung zu messen; dieses 
veranlaBte uns, davon Abstand zu nehmen und sich mit dem py — 7 
zu begniigen. Es ist aber schon daraus ersichtlich, daB Organ und 
Gewebsproteasen nur einen sehr geringen Teil der Serumproteasen 
ausmachen, denn alle Organe enthalten Pepsinasen, und wiirden die 
intracelluliren Proteasen in groben Mengen aus den Zellen heraus 
geschwemmt, so miiBten neben den Zelltryptasen auch die Zellpepsi 
nasen im Blute kreisen, dieses ist aber nicht der Fall. In einer anderen 
Arbeit (gemeinsam mit O. Ssokolnikow) werden wir Gelegenheit finden 
dariiber mitzuteilen, ob bedeutend mehr Pepsinasen im Blute bei 
in-vivo-Autolysen (Cancer, gelbe Leberatrophie, eventuell Tuberkulose) 
und bei kiinstlich gesteigertem Pepsinasegehalt der Gewebe [Schild- 
driisenfiitterung?)] auftreten. 

Die vorliegende Arbeit behandelt nur die Veranderung der Tryp 
tasenwerte im Serum nach Milzexstirpation, nach Provozierung eines 
sterilen Abszesses durch Terpentininjektion nach Pankreasexstirpation 
und besonders nach Injektion von artfremdem EiweiB. Diese Wah! 
der Versuche schien uns insofern gegeben, als eine Entscheidung tiber 
Herkunft der Serumproteasen getroffen werden konnte. Sollten die 
Serumproteasen auch von den Leucocyten herstammen, so mubte die 
Milzexstirpation zu einem Sturz der Serumtryptasen fihren, ein 
steriler AbszeB dagegen zu ihrer Anreicherung im Serum. 

Sollte riickresorbiertes Trypsin fiir den Serumtryptasewert in 
Betracht kommen, so miiBte nach Pankreasexstirpation das Serum 
an Tryptase verarmen. SchlieBlich war es auch interessant, nach 
zusehen, wie sich die Aktivitat der Serumtryptasen nach Einfiihrung 
blutfremder Proteine verindert; auf diesbeziigliche Einzelheiten der 
Versuchsanordnung werden wir weiter zuriickkommen. 


‘ 


1) Okubo fand fiir Serum die optimale pq mit 7,0. Ber. phys. 27, 195: 
28, 467. 
2) Siehe diese Zeitschr. 175, 476, 1926. 
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Schon als Kontrolle aller dieser Versuche mubten vor allen Dingen die 
lagesschwankungen der Tryptasewerte und Mittelzahlen bei verschiedenen 
individuen festgestellt werden. Unsere Arbeit ist mit einer Ausnahme an 
Kaninchen und Hunden ausgefiihrt also interessierten uns vor allen 
Dingen diese Tiere. Erginzend untersuchten wir aber auch eine Reihe von 
Meerschweinchen. Bei den meisten Tiernummern ist auch Fluoridplasma 
untersucht worden, nachdem wir uns vergewissern konnten, dali Nak 
in diesen Konzentrationen die Fermenttatizkeit nicht unterdriickt. Dies 
beziigliche Tabellen seien im folgenden mitgeteilt. 





Aus den angefiihrten Tabellen ersieht man vor allen Dingen, dab 
beim Kaninchen und Hund die Tagesschwankungen nicht sehr be- 
deutend sind, bei Meerschweinchen kommen ginzlich aus der Reihe 
fallende Zahlen vor, davon haben wir uns seitdem bei anderen Frage- 
stellungen 6fters tiiberzeugen kénnen. Vergleicht man die Mittelzahlen 
bei den Kaninchen und Hunden, so sind die individuellen Schwankungen 
auch nicht allzu groB und ist die gréBte beobachtete Differenz zwischen 
dem gréBten und kleinsten Wert etwa 40 Proz. 


Diese Orientierung geniigte uns, um nicht weniger als aus drei 
inhaltlich iibereinstimmenden Versuchen irgendwelche Schliisse ziehen 
zu diirfen. 


Es ist interessant, hervorzuheben, dali Plasma mit ganz wenigen Aus- 
nahmen einen geringeren Wert gab als das Serum, man braucht nur dic 
angegebenen Mittelzahlen zu betrachten. Diese Erscheinung kénnten wir 
nur so deuten, daB bei dem GerinnungsprozeB durch Untergang von Leuco 
cyten und Blutpléttchen das Serum an Tryptasen angereichert wird, 
andererseits findet sicher eine Adsorption von Tryptasen an Fibrin statt : 
der Serumwert ist dann eben ein Mittelwert aus diesen gegeneinande: 
arbeitenden Mechanismen. Aber nicht nur dieses ist ausschlaggebend : 
wir haben des éfteren beobachtet (die entsprechenden Zahlen fiihren wir in 
den Tabellen nicht an, weil sie keine direkte Beziehung zu unserer Frage 
stellung haben), daB, wenn Plasma die Nacht iiber gestanden hatte und eine 
Nachgerinnung stattgefunden, das nun erhaltene Serum wieder viel aktiver 
war als das Plasma, in diesem Falle konnte ja aber nur von einer Adsorption 
an das Gerinnsel, also Verarmung an Tryptase gesprochen werden; somit 
spielen physikalisch-chemische Zustandsfragen hier wohl eine bedeutende 
Rolle. Dieses zwang uns zu der Entscheidung, doch mit Serum zu arbeiten. 
welches wenigstens den Vorzug gleichmaBiger Werte hat. 


Pankreasexstirpation. Wie bereits mitgeteilt, haben wir durch 
Pankreasexstirpation feststellen wollen, ob Blut namhafte Mengen von 
Pankreastryptase enthilt. Die Operation durfte natiirlich nicht zu 
Diabetes fiihren, da dabei Verinderungen auftreten, die sicher im 
Proteasehaushalt der Organe eine bedeutsame Rolle spielen. Die 
Zuckernachfrage im an Zucker verarmenden Organismus zwingt zum 
Nachschub aus Proteinkomponenten, was so oder anders die Proteasen 
tatigkeit der Zellen anfacht; Widerspiegelungen davon kénnten im 
Blute nachzuweisen sein. Es wurde somit darauf acht gegeben, dab 
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bei der Operation ein geringer Teil des Insularapparats erhalten blieb; 
es trat auch nie Zucker im Harn auf. Die Operationen (an Hunden) 
wurden unter leichter Pantopon-Chloroformnarkose bei Beachtung 
strengster Asepsis ausgefiihrt. Die Bestimmung der Tryptasen im 
Serum geschah kurz vor der Operation und dann nach der Operation 
in bestimmten Zeitintervallen. 


Wie bekannt, vertritt Boldyre// hauptsachlich die Meinung, daB Organ- 
tryptasen von den Pankreastryptasen herstammen, insbesondere will er ja 
das Auftreten der Abderhaldenschen Abwehrfermente auf dem Wege einer 
Riickresorption aus dem Darmtraktus erklairen. Von diesem Standpunkt 
aus ware es zu erwarten, daB nach Pankreasexstirpation eine Verarmung 
des Blutes an Tryptasen eintreten wiirde. Wir wollen hier in keiner Weise 
zu der Boldyreffschen Theorie im einzelnen oder allgemeinen Stellung 
nehmen; unsere Aufgabe sollte nur sein, festzustellen, ob im normalen 
Serum die riickresorbierten Proteasen einen Anteil haben, und dieses scheint 
uns nach unseren Versuchen zweifelhaft. Unsere Resultate sind in Tabelle 1 
zusammengestellt. Der prozentuale Caseinzerfall ist der Kiirze halber mit 
C. Z. bezeichnet. 


Die Versuche sind nur an Hunden ausgefiihrt, da die Pankreas- 
exstirpation bei Kaninchen groBe Schwierigkeiten bereitet; es ist das 
Organ im Netz in Form kleiner Inseln zerstreut. 


Tabelle 11. 





C. Z. vor der Tage nach der C. Z. nach der 


Nr. Operation Iperation Op. ration 
l 20,5 2 23.1 
2 14.0 3 16,1 
3 14,5 5 S74 
4 17.3 9 31.7 


Wie die Tabelle Il zeigt, ist in keinem Falle eine Verarmung des 
Serums an Tryptasen zu bemerken, und das ist fiir uns die Hauptsache. 
Weshalb in allen Fallen eine gréBere oder geringere Anreicherung des 
Blutes an Tryptasen stattfindet, ist eine interessante, aber fiir unsere 
direkte Aufgabe eine nebensichliche Frage. Wir haben Ursache an- 
zunehmen, daB nach der Operation unaufgespaltene Proteinanteile 
ins Blut gelangen und als solche zu den Orgenen transportiert werden. 
Mag sein, daB dort, wo ein Organ im gegebenen Augenblick Eiweib- 
bruchstiicke, also im physiologischen Zustande Aminosiuren braucht, 
die héheren Komplexe nicht bewiltigt werden kénnen und Tryptasen 
von anderen Organen vikarierend herbeigeschafft werden, was ja 
natiirlich auf dem Wege der Blutbahn geschieht. Jedenfalls haben wir 
bei anderen Versuchen, iiber die wir berichten werden, gleichzeitig mit 
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dem Anwachsen der Serumtryptasen eine Verarmung in einzelnen 
Organen gesehen. 

Aus dem oben Dargelegten schlieBen wir, daB_riickresorbiert 
Pankreastryptasen keinen merklichen Anteil der Serumtryptasen 
darstellen. 


Steriler AbszeB. Um zu priifen, inwieweit Leucocytose, Ansammlung 
von Leucocyten an einer Stelle und deren Untergang fiir die Serum 
tryptasen verantwortlich sind, erzeugten wir durch Terpentininjektion 
ins Peritoneum beim Kaninchen einen sterilen AbszeB und unte: 
suchten das Blut auf Tryptasen vor der Operation und in zwei Zeit 
intervallen danach. 


Es war vorher aber noch festzustellen, wie Terpentinél, welches aut 
dem Wege der parenteralen Einfiihrung natiirlich auch in das Blut 
gelangen muBte, die Tryptasen beeinfluBt. Es stellte sich heraus, dat 
Terpentinél die Serumtryptase in unserer Versuchsanordnung merklich 
hemmt. Zusatz von 0,02cem Terpentinél zu leem Serum driickt den 
Tryptasenwert auf etwa 20 bis 25 Proz. herab. Die Leucocytenansammlung 
wurde von uns durch Injektion von 0,5 cem Terpentinél provoziert; somit 
war im Blute die Konzentration von Terpentin sicher geringer. Immerhin 
muBte man damit rechnen, daB die Werte nach Injektion im Hauptversuch 
gréBer zu veranschlagen sind, als die tatsaichlich gefundenen. Die Tabelle I11 
illustriert den eigentlichen Versuch. 


Tabelle 111. 





Kaninchen C. Z. vor der C. Z. nach Injektion 
we. injebtice nach 4Stdn. | nach 24 Stdn. 





1 23,4 | 82.5 22.9 
e. 30,8 45,2 28,0 
3 54,0 57,2 51,0 


Schon an und fiir sich sind die Tryptasezahlen nach Terpentinél 
injektion, nach 4 Stunden, wo ein AbszeB immer bereits zu kon 
statieren war, gréBer als vorher; wie gesagt, sind aber diese Werte 
sicher noch héher zu veranschlagen. Nach 24 Stunden flaut die Wirkung 
ab und die Zahlen kehren zur Norm zuriick. Um den umgekehrten 
Versuch zu machen, beraubten wir den Organismus seines haupt 
sichlichsten Leucocytendepots; wir exstirpierten die Milz. 


Milzexstirpation. Auch dieser Versuch wurde, wie der vorige, an 
Kaninchen vorgenommen. Die Operation wurde natiirlich vollkommen 
steril durchgefiihrt, was durch eine nachtrigliche Sektion immer kon 
trolliert werden konnte. 


Die entsprechenden Zahlen sind aus der Tabelle [V zu ersehen 
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Tabelle IV. 





Zeit nach der 


Kani n C. Z. vo : me 4 y 
Ne “Operation | Operation | SG cration 

1 29.5 24 16.6 

2 11,2 20 5.4 

3 36.2 24 33.2 

4 49,7 28 34,5 


Wir sehen somit, daB die Milzexstirpation in allen Fallen zu einem 
Riickgang der Tryptasewerte des Blutserums fiihrt. Es ist somit auBer 
Zweifel, daB das Pankreastrypsin keine Bedeutung fiir die Serum- 
tryptase besitzt ; héchstwahrscheinlich wird es eben kaum riickresorbiert 
Dagegen ist die Leucocytentryptase fiir das Serum ausschlaggebend. 
Schon die Milzexstirpation driickt die Zahlen bedeutend herab; konnte 
man experimentell den ganzen Lymphapparat entfernen, so wiirden 
die Zahlen sicher weiter Verminderung zeigen. Der Gegenversuch mit 
Provozierung einer kiinstlichen Leucocytose bestatigt die grobe Be- 
deutung der Leucocyten fiir die Serumtryptase. 


Nicht unerwahnt méchten wir lassen, daB ein Kaninchen, welches 
im Verlauf von 11 Tagen immer anwachsende Tryptasenwerte gab, 
die schlieBlich 150 Proz. der Anfangszahl ergaben, am zwélften Tage 
starb. Bei der Sektion wurde eiterige Pneumonie gefunden. Wenn wir 
nochmals auf den Beginn unserer Ausfiihrungen zuriickgreifen und 
uns erinnern, daB wir AnlaB hatten zu glauben, daB die Organzellen- 
tryptasen wohl kaum einen merklichen Teil der Serumtryptasen aus- 
machen, wenn dasselbe fiir die Pankreastryptasen angenommen werden 
muB, so bleiben eben nur die Leucocyten im breiten Sinne des Wortes 
als Spender fiir die Serumtryptase nach. 


Parenterale Einfiihrung von Protein. Im Besitz einer Methode, welche 
die systoproteolytische Fahigkeit des Serums bei der Bestimmung der 
Serumtryptasen umgeht, schien es uns von Interesse, die Verschiebungen 
der Fermenttatigkeit bei parenteraler Proteinzufuhr zu verfolgen. Es 
wire vielleicht einzuwenden, da®B Casein in diesem Falle gerade ein un- 
geeignetes Substrat darstellt; nach Rosenbaum") soll es selbst iiberhaupt 
keine Abwehrfermente hervorrufen. Andererseits ist es aber bekannt, 
daB gerade Milch und Casein die klassischen Praparate sind, welche bei der 
,.Reiztherapie“ so groBe Bedeutung gewonnen haben, auch ist es bekannt, 
daB gerade Milch bei Anaphylaxieversuchen gute Resultate gibt. 

C. Oppenheimer und Michaelis*) haben schon vor vielen Jahren cer 
Meinung Ausdruck gegeben, da®8 fremdes Protein in der Blutbahn die 
Leucocyten mobil macht. Wenn wir im vorigen zeigen konnten, daf die 


1) S. Rosenbaum, diese Zeitschr. 108, 30, 1920. 
2) C. Oppenheimer und L. Michaelis, zitiert nach ,,Fermente’, S. 1070. 
Biochemische Zeitschrift Band 183 v 
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Serumtryptasen zum groBben Teil Leucocytentryptasen sind, so haben 
besondere Aussichten, deren Schwankungen nach erfolgtem ,,Reiz* 
zustellen. 

DaB es die Leucocyten sind, die vor allen Dingen unter dem Fini 
des Reizes zerfallen, glaubt auch Heilner'). 

DaB es nicht Organzellen sind, die das eingefiihrte kérperfren 
Protein verdauen, konnte FE. Abderhalden selbst in einer Reihe von A) 
handlungen zeigen. 

Unsere ersten diesbeziiglichen Versuche sollten in keiner Weis: 
die Frage der Spezifitat beriihren: insofern war uns Casein als Substra: 
gerade sehr gelegen, da es als ein sehr leicht und von allen tryptische: 
Fermenten angreifbares Objekt uns vor allen Dingen iiber die quan 
titative Seite der erfolgten Verdauung nach Proteineinfiihrung orientiere; 
konnte. 

Kaninchen fiihrten wir intravenés entfettete Kuhmilch ein und 
bestimmten die Tryptasen an der Verdauung von Kuhmilchcasein und 
in einem Versuch auch an Ziegenmilchcasein. In allen Fallen erhielten 
wir dieselben Resultate: nach etwa 3 Stunden war ein Sturz der Tryptase) 
zu beobachten, wnd dieses ist das Charakteristischste; nach 24 Stunden isi 
immer ein Anstieg zu sehen, welcher gewéhnlich die Anfangszahl ibe 
springt. Diese zweite Phase ware somit diejenige, welche mit dem oft 
beschriebenen Auftreten von Proteasen nach Proteineinfiihrung iibe: 
einstimmt. Was das Substrat anbetrifft, so scheint Kubmilch ein 
Ferment zu produzieren, welches ebenso Ziegenmilchcasein verdaut 
im entsprechenden Versuch haben wir genau das gleiche Bild beobachtet 
Sturz und Anstieg iiber die Norm. 

Tabelle Nr. 5 mag das Gesagte illustrieren. 


Tabelle V. 








Kaninchen C.Z. vor der — “ie C.Z. nach C.Z. nach 
Nr. Einfihrung 3 Stdn. 24 Stdn. Substrat 
com 
Kuhimilch 
1 33,8 J 18,1 51,6 | 
2 17,6 1 29,0 $2.5 iI. 
» Kuhmilcheasein 
Ziegenmilch | 
3 42.7 1 13,6 46.6 
4 19,3 1 6.9 27.1 Ziegenmilcheasei: 
es ist somit zu sehen, daB durch den Reiz einer Einfiihrung ins 


Blut eines sicher kérperfremden Proteins die Tryptasenwerte sich in 
regelmaiBiger Weise verschieben. Ist der Reiz einmal erfolgt, so ist 
das Substrat belanglos, insofern es Kuh- oder Ziegenmilchcasein ist; 


1) E. Heilner, zitiert nach ,,Fermente“, S. 1070. 
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in bezug auf Casein sind, wie es scheint, die auftretenden Fermente 
nicht spezifisch. 

Wir legten uns die Frage vor, ob die Anreicherung der Tryptasen 
im Serum in der zweiten Phase und der Sturz in der ersten zusammen 
in denselben Mechanismus hineingehéren. Es war ja sicher nicht zu 
erwarten, daB ein Reiz und eine Anhiufung von Tryptasen auch dann 
auftreten wiirde, wenn wir einem stillenden Kaninchenweibchen 
Kaninchenmilchcasein einfiihren. 

Wir wahlten ein anderes Versuchsobjekt, eine melkende Ziege, der wir 
Ziegenmilch einfiihrten und das Serum zu verschiedenen Zeitintervallen 
auf Tryptasen hin untersuchten (Tabelle V1). 


Tabelle V1. 


Ziege. Einfiihrung von 3cem Ziegenmilch. 





C. Z. vor der C. Z. nach C. Z. nach C. Z. nach 
Fintuhrung 3 Stdn. 24 Stdn 2 < 24 Stdn arate 
28.0 17.9 11,2 16,4 Ziegenmilcheasein 
18,7 15,9 16,2 14.5 Kuchmilchcasein 


Das gewoéhnliche Bild der primaren Verarmung des Serums an 


Tryptasen ist auch hier zu sehen — vielleicht in geringerem MaBe, 
was auch Zufall sein kann —. ein Anstieg ist aber sicher nicht vor- 


handen. Es hingt somit der beobachtete Sturz wohl kaum mit dem 
Reiz zusammen, hat besondere Ursachen und hangt vielleicht mit 
einer primiren Adsorption der vorhandenen Serumtryptasen an das 
eingefiihrte Protein und Wegtransport in die Leber zusammen. 

Ein der Tabelle V vollkommen ahnliches Bild erhalten wir, wenn 
wir statt Milch Hiihngreiwei3 injizieren; als Substrat wurde auch in 
diesem Falle Ziegen- und Kuhmilchcasein verwendet. Ware gerade 
dieses Substrat nicht so leicht von allerlei proteolytischen Fermenten 
angreifbar, so miiBten wir von einer Entstehung unspezifischer Tryp- 
tasen reden, denn nach Einfiihrung von Eiprotein werden nach 
24 Stunden beide Caseine starker verdaut. 

Immerhin ist es erlaubt, zu verlangen, wenn man auf dem Standpunkt 
einer tatsiachlichen Spezifitaét der nach Einfiihrung artfremden Proteins 
auftretender Schutz- oder Abwehrfermente steht und dieses zu einem bio- 
logischen Gesetz erhebt, daB solche merkwiirdige Ausnahmen, wie das Casein, 
nicht gerechtfertigt werden. Wenn wir mit klinischen Angaben iiber den 
,Abbau“ von einer Reihe von Substraten durch Seris von Kranken iiber- 
hauft sind, so ist dieses doch wenigstens immer durch multiorganische 
Stérungen zu erkliren. Im reinen Experiment ist ein jeglicher Versuch, 
einen unspezifischen Abbau zu erkliren, auch immer ein Weg, die Spezifitat 
in Zweifel zu setzen. 

Die Tabelle VII illustriert den Versuch mit HiihnereiweiB; der 
anfangliche Sturz und spitere Anstieg sind gut ausgesprochen 


"2 
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Tabelle V11. 





; E.nfuhrung 
Kaninchen CC. Z. vor der von 2 proz C.Z. nach C. Z. nach Substrat 
Nr. Fintubrung Huhnereiweif§ 3 Stdn. 24 Stdn. 
com 
1 37,7 1 13,2 49,0 Kuhmilehcasein 
2 17.4 I 8.8 26.8 Ziegenmilcheasei: 


Um die Gewibheit zu gewinnen, daB HithnereiweiB, in die Blutbahn 
eingefiihrt, Fermente produziert, die wohl Casein abbauen, aber nicht 
ein anderes beliebiges Protein, haben wir versucht, das Casein durch 
ein Organsubstrat zu ersetzen. Es war uns von der Arbeit L. Utkin 
Ljubowzows') her bekannt, daB auch Leberbreiaufschwemmung, im 
isoelektrischen Punkte koaguliert, die Tryptasen an sich reiBt; in der 
angefiihrten Arbeit werden alle Tryptasen (mit dem Optimum pg > 7) 
im Koagulum gefunden. Wir bedienten uns jener Methode im gegebenen 
Falle, in dem zu leem Serum 3cem 20proz. Leberaufschwemmung 
und 0,5 cem des Puffers py — 4,5 hinzugegeben wurde. Der Nieder- 
schlag wurde dann genau wie der Caseinniederschlag weiterbehandelt 
und unter denselben Bedingungen verdaut. 

Es muBte aber zuerst als Kontrolle festgestellt werden, daB die normale: 


Serumtryptasen unter den gegebenen Bedingungen ein solches Leberbrei- 
koagulum verdauen. DaB8 dieses tatsaéchlich der Fall ist, zeigt die Tabelle VIII 


Tabelle VIII. 





Kaninchen | A Verdauung 

Nr. Versuchsanordnung in Proz 

l 1 cem 0,9 proz. C1Na + 3 cem 5proz. Leberbreiaufschwem- 
mung + 0,5cem Puffer pq — 4,5 (Kontr.) ‘ 9,1 

leem Serum + 3cem 5 proz. Leberbreiaufschwemmung 
+ 95 cem Puffer py fi Oe eae 28,9 

2 1 cem 0,9 proz. C1Na + 3cem 5 proz. Leberbreiaufschwem- 
mung + 0,5cem Puffer py 4.5 (Kontr.) . . 9,7 

leem Serum + 3cem 5 proz. Leberbreiaufschwemmung 
0.5 cem Puffer pg 8k See 17,8 


Die Tabelle IX zeigt die Verschiebungen der Verdauungswerte 
von Leberbrei nach Einfiihrung von 1 cem 2proz. HiihnereiweiBlésung 
Wie wir friiher gesehen haben, ruft eine solche Injektion eine Ver- 
stirkung der Caseinverdauung nach 24 Stunden hervor. Dieses Plus 
an Ferment ist also sicher vorhanden, daB es aber nicht Leberbrei zu 
verdauen vermag, ersehen wir aus der Tabelle LX. 

Wie man ersieht, sind die Verdauungswerte iiberhaupt sehr niedrig. 
Eine primare Verminderung ist vorhanden, aber auch klein. In keinem 


1) L. Utkin-Ljubowzow, diese Zeitschr. 158, 50, 1926. 
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Tabelle IX. 





. , Leberbrei- Injektion Leberbrei- Leberbrei- 
“oe verdauung vor Hane © prog. verdauung nach a 
Nt der Injektion uhnereiweils 3 Stdn 24 St 
com 


11,1 70 8.5 
9,0 8,2 8.6 
6.2 6.0 6.4 


Falle aber tibertrifft die Verdauung den Anfangswert. Das vorhandene 
Ferment ist somit nicht imstande, das Leberbreikoagulum anzugreifen. 
Dieses Resultat ist also sicher im Sinne einer gewissen Spezifitét zu 
deuten oder jedenfalls nicht im Sinne einer vollkommenen Unspezifitat ; 
wir wissen eben nicht, ob das produzierte Ferment auBer dem leicht 
und von vielen Fermenten angreifbaren Casein eben nur noch Hiihner- 
eiweiB abbaut. 

Wir waren selbstverstandlich tiberzeugt, dab, wenn wir nun Leber- 
emulsion in die Vene spritzen, wir doch sicher das bekannte Bild des 
Anstiegs (nach eventueller Verminderung) der Tryptasenwerte beob- 
achten werden. Unser Erstaunen war groB, als dieses nicht eintrat. 
Vom Standpunkt der Abderhaldenschen Lehre muf doch Leberprotein 
blutfremd sein, wenngleich das in diesem Falle eingefiihrte Protein 
nicht artfremd war. Wir glaubten annehmen zu miissen, dab, wie 
bereits aus den Tabellen VIII und |X zu ersehen ist, die Leberprotein- 
verdauung derartig trige ist, dab eine vielleicht auftretende An- 
reicherung an Tryptasen durch physiologische, aus anderen Griinden, 
zufallige Verarmung verdeckt wird, denn die physiologischen Tages- 
schwankungen diirfen ja auch nicht vernachlassigt werden. Um Ge- 
wiBheit zu gewinnen, fiihrten wir in zwei anderen Versuchen Casein als 
Substrat ein. Dieses so leicht und stark und immer verdaubare Substrat 
mupte eine Anreicherung widerspiegeln. Aber auch in diesem Falle, 
trotz sehr hoher Verdauungszahlen, war nichts von einem Auftreten 
von Tryptasen zu beobachten, die Werte blieben dieselben. Die Ver- 
suche sind in Tabelle X zusammengefaBt. 


Tabelle X. 


Einfiihrung von 2 cem Leberbreiaufschwemmung. 





Verdauungszahl Verdauungszah! Verdauungszah! Substrat 


Kaninchen vor dem Versuch nach 3 Stdn. nach 24 Stdn 


Nr 


1 95 8, 9, Leberprotein 
2 14,5 13,1 FS as 

3 16.7 11, 3,2 ° 

4 54.6 D1. Casein 

5 445 38 ” - 
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Wir wagen es nicht, aus diesem letzten Versuch irgendwelch; 
entscheidende Schliisse zu ziehen. Wir wollen nur unsere Beobachtung 
festgestellt haben, die uns auf die Fragestellung hiniiberfiihrt, 0} 
vielleicht die eingefiihrte Proteinmenge zu gering ist (was wir be 
zweifeln), ob vielleicht das entsprechende Ferment spiter auftritt als 
nach 24 Stunden (was immerhin médglich ist), ob schlieBlich ander 
Organproteine sich anders als Leberprotein auffiihren. 

Dariiber zu berichten, werden wir demnichst bemiiht sein. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen kénnen wir zusammen. 
fassend folgenderweise formulieren: 

Nach der in unserem Laboratorium ausgearbeiteten Methode der 
Tryptasenbestimmung im Serum zu urteilen, ist die Serumtryptas: 
hauptsachlich wohl Leucotryptase, denn die fiir Organzellen charak- 
teristischen Pepsinasen sind im Serum in geringerem Mabe enthalten 
und Pankreasexstirpation fiihrt nicht zu einem Sturze der Serum 
tryptasenwerte. Fiir diese Annahme spricht auch der Anstieg der Tryp- 
tasenwerte nach Provozierung eines sterilen Abszesses und Absinken 
nach Milzexstirpation. Endgiiltig kann die Frage nach genauem Ver 
gleich der Wirkungsoptima der Serumproteasen (s. nichste Mitteilung) 
mit jenen der Leucocyten entschieden werden. 

Einfthrung von Milch und Eiproteinen in die Blutbahn gibt an 
fanglich Sturz und, sekundir, Anstieg der Tryptasenwerte im Serum 
nach 24 Stunden. Die diesbeziiglichen Versuche wiren vielleicht im 
Sinne einer Spezifitét zu deuten, denn die nach Eiwei8protein auf- 
tretenden Fermente verdauen nicht Leberprotein. Merkwiirdigerweise 
treten aber nach Leberproteininjektion in die Blutbahn iiberhaupt 
keine Tryptasen auf. Versuche mit anderen Organen sind an der Reihe 
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Zur Kenntnis der Blutproteasen. 


Von 
L. Utkin-Ljubowzow. 


\us dem staatlichen chemo-pharmazeutischen Forschungsinstitut in 
Moskau.) 


’. . 
(Eingegangen am 12. Januar 1927.) 


Wahrend in den letzten Jahren das Studium proteolytischer 
Fermente der Organe bedeutende Fortschritte aufzuweisen hat, blieb 
die Frage der Blutproteasen bis heute nicht geniigend beriicksichtigt. 
Dieses betrifft nicht nur soleche Seiten des Problems, wie z. B. die 
tolle der Blutproteasen im EiweiBhaushalt des normalen und, kranken 
Organismus, oder den Ursprung dieser Proteasen; sogar das Wesen 
der Blutproteasen ist nicht geniigend aufgeklart, es fel.lt die geniigende 
Differenzierung der einzelnen proteolytischen Fermente. Die erste der 
hier genannten Fragen lasse ich unberiihrt; was die zweite betrifft — 
iiber den Ursprung der Blutproteasen —, so sei im voraus bemerkt, 
daB die Lésung dieses Problems eine méglichst volle Kenntnis der 
Eigenschaften dieser Proteasen verlangt, da auf den Wege des Ver- 
gleichs eine Identifizierung mit anderen von einzelnen Teilen des 
Organismus gelieferten Proteasen méglich wird. Als eine fiir jedes 
Ferment héchst charakteristische Eigenschaft ist die fiir seine Arbeit 
optimale Reaktion des Milieus. In der Literatur besitzen wir bereits 
Angaben iiber Serumproteasen in der Arbeit von Okubo"), welcher ein 
Wirkungsoptimum bei py = 7 feststellte. Jobling*) jedoch ist der 
Meinung, daB das Ferment auch in saurem Milieu aktiv ‘st. Wir wissen 
zwar nicht, welches py das Milieu von Jobling besaB, doch bedienten 
wir uns des Hinweises von /Jamakava*), daB zu beiden Seiten des 
optimalen Punktes ein rasches Abklingen der Proteasenaktivitat beob- 
achtet wird; dieses gibt uns Anrecht, die Existenz von zwei Blut- 


1) Ber. Phys. 27, 195; 28, 467. 

*) Zitiert nach Oppenheimer, Die Fermente usw., S. 1067. 

8) Journ. of exper. Med. 27, 689, 711; zitiert nach Oppenheimer, 1. c.. 
S. 1067. 
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fermenten vorauszusetzen; das erste ist schon annahernd bekannt wy‘ 
kann zum Tryptasentypus gerechnet werden; iiber das zweite besitzey 
wir vorlaufig iiberhaupt keine Angaben, auBer der oben genannte: 
Angabe von Jobling. 


Indem ich mir die Aufgabe eines griindlichen Studiums optima; 
Milieuverhaltnisse der Arbeit proteolytischer Blutfermente, besse; 
gesagt Serumfermente, stellte, entschloB ich mich, zur Lésung diese 
Frage in der Weise herauszutreten, daB alle Faktoren, die so oder anders 
die Versuchsresultate beeinflussen kénnten, ausgeschlossen bleiben. 


Von diesem Standpunkt aus erscheint das Verfahren besonders 
praktisch, welches in unserem Laboratorium zur Bestimmung de: 
Blutproteasen angewandt wird; diese Methode erlaubt, alle Bestand- 
teile des Serums zu eliminieren und die Wirkung der Protease in einem 
Milieu, dessen Bestandteile bekannt sind, zu beobachten. Diese von 
uns angewandte Methode unterscheidet sich vorteilhaft von allen 
anderen, welche mit Serum in toto operieren und Anwendung von 
stark wirkenden Agenzien zur ,,Zerstérung des sich im Serum be. 
findenden Antitrypsins, welches stérend auf die Arbeit der Protease 
wirkt, verlangen. Die Methode beruht auf einer Proteasenadsorption 
durch das im isoelektrischen Punkte ausfallende Casein. Der Casein- 
niederschlag kann mit Wasser oder einer beliebigen Lésung ausgewaschen 
werden, was die Entfernung von Serumeiweibstoffen und seiner léslichen 
Bestandteile bezweckt. Der ausgewaschene Niederschlag wird in 
schwacher Sodalésung gelést: mit dieser Lésung wird dann der Versuch 


angestellt. 


Im Anfang steckte ich mir das Ziel einer Kontrolle der von Oku/ 
erhaltenen Resultate betreffend das Wirkungsoptimum der Serum- 
tryptase. 


Im einzelnen war die Versuchsanordnung folgende: 1 Volumen Serum: 
wurde mit 3 Volumen | proz. neutraler Caseinlésung vermengt (in manchet 
Fallen, wandte ich verhaltnismiBig weniger Serum an, | Volumen zu 6 Vo 
lumen’ Casein; die Resultate wurden dadurch in keiner Weise beeinflulit, 
nur die absoluten Verdauungszahlen waren niedriger). Zu dem Gemenye 
wurde 1 Volumen Acetatpuffer, das aus gleichen Teilen von Normallésungen 
von Natriumacetat und Essigsiéure zubereitet war, hinzugegeben. Nach 
kurzem Stehenlassen wurde der Niederschlag abfiltriert und zweimal mit 
Wasser oder demselben 100fach verdiinnten Acetatpuffer ausgewaschen. 
Spater erwies es sich als praktischer, den Niederschlag zu zentrifugieren wad 
auch auf der Zentrifuge zu waschen. Der Niederschlag wurde in einen 
Kolben eingetragen, mit 20 ccm 0,2proz. Sodalésung iibergossen und bis 
zur Lésung des Caseins stehengelassen, was gewéhnlich rasch geschielht. 
Nach Auflésung wurde Wasser bis zu einem bestimmten Volumen aut- 
gefiillt und die Lésung filtriert. Von dem erhaltenen Filtrat wurden je 
10 cem mit 10 cem Pufferlésungen in Erlenmeyerschen Kélbchen gemischt 
und nach Zugabe von Toluol fiir 24 Stunden oder mehr im Thermostaten 
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bei 37° stehengelassen. Nach einer bestimumten Zeit wurden aus jedem 
Kolben 5cem Fliissigkeit zur elektrometrischen Bestimmung von pq ent- 
nommen; in dem Rest wurde das Eiwei8 durch kolloidales Eisenoxyd 
vefallt und im Filtrat der Reststickstoff nach Ajeldahl (mikro) bestimmt. 
Der Rest-N-Zuwachs gegeniiber dem anfinglichen Rest-N diente als MaB- 
stab der Proteaseaktivitaét. Als Puffer wurden m/15 Phosphat-, m/10 Acetat- 
und Lactatmischungen angewanct. 

Die Versuchsresultate sind in den folgenden Tabellen zusammen- 








gefaBt. 
Versuch 1. 
Kaninchenserum. Phosphatpuffer. Dauer 23 Stunden. 
Vor dem Versuch Rest-N 0,28 mg. 

1. 2. 3 4 
PED elektrometrisc e . 8.11 7,65 7,36 6.98 
aaa 0,42 0.59 0,73 1,19 
Rest-N-Zuwachs .. . OA O31 0,45 0,91 


Dieser erste Versuch zeigt klar genug die AktivitatsvergréBerung 
der Protease je nach Reaktionsveranderung des Milieus in der Richtung 
alkalisch-neutral. Die beiden weiteren Versuche 2 und 3 sind nicht 
weniger demonstrativ in Hinsicht des Aktivititssturzes beim Uber- 
schreiten des neutralen Punktes und einer weiteren Saéuerung. , 


Versuch 2. 
Kaninchenserum. Acetatpuffer; in Versuch | und 2 durch Soda alkalisiert. 


Dauer 4244 Stunden. Vor dem Versuch Rest-N 0,16 mg. 





B. 2. 3. 4 
Pu; elektrometrische . 7,49 7,06 5,35 4,65 
Sree 0,87 0,93 0,29 0,24 
Rest-N-Zuwachs .. . 0,71 0.77 013 0,08 


Versuch 3. 
Kaninchengerum. Acetatpuffer. Dauer 234, Stunden. 
Vor dem Versuch Rest-N = 0,12 mg. 





1. 2. 3 4. 
Pu, elektrometrische . 6,69 6,21 5,87 5,31 
ee ae 0,78 0,70 0,52 0,29 
Rest-N-Zuwachs ... 0,66 0.58 0,40 0.17 


Versuch 4. 
Kaninchenserum. Phosphatpuffer. Dauer 23 Stunden. 
Vor dem Versuch Rest-N = 0,15 mg. 





1. 2. 3 4 5 
Pu, elektrometrische .. 7,30 7,02 6,70 6,37 5,93 
eacscceosrs eh Gee 1,24 0,98 0,89 0,62 


Rest-N-Zuwachs ..../| 0.71 1.09 0.83 0.74 0,47 
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Versuch 5. 
Kaninchenserum. Phosphatpuffer. Dauer 254, Stunden. 
Vor dem Versuch Rest-N 0,15 mg. 





1. y 3 4. 


py. elektrometrische . . 7.40 7,22 7,01 6,83 6,66 
es a 8 ag x 2 : 0,77 0,78 0,81 O86 0,75 
Rest-N-Zuwachs .... 0,62 0.63 0.66 071 0,60 


In allen hier angefiihrten Versuchen grenzt das Wirkungsoptimum 
der Serumprotease, was Caseinverdauung anbetrifft, an die neutral: 
teaktion, d. h. an pa = 7. Eine unbedeutende Abweichung nach de: 
sauren Richtung im Versuch 5 ist kaum von Belang, da die Grenzen 
eines Versuchsfehlers sicher nicht iiberschritten sind. Somit kénnen 
wir mit Bestimmtheit sagen, daB das Wirkungsoptimum eines Kaninchen 
serums bei der neutralen Milieureaktion (py = 7) liegt, was vollkommen 
mit den von Okubo gewonnenen Ergebnissen iibereinstimmt. Was 
den Aktivitatssturz der Serumprotease zu beiden Seiten des optimalen 
Punktes, von dem /Jamakava spricht, anbetrifft, so konnte dieser in 
unseren Versuchen als Regel nicht beobachtet werden. Jedenfalls 
kann von einem /bedeutenden Aktivitatsschwund nur im Falle eine: 
teaktionsveranderung nach der sauren Seite hin die Rede sein. Ver- 
suchen wir aber, die Aktivitaét in der Richtung einer Verminderung 
der Wasserstoffionenkonzentration zu verfolgen, so werden wir die 
Beobachtung machen, daB das Ferment sogar im Falle einer starken 
Alkalitat des Milieus zu arbeiten fortfahrt (Versuch 1). 

Die weiteren zwei Versuche mit Hundeserum zeigen, daB ein 
Arbeitsoptimum der Protease auch in diesem Falle nahe py = 7 liegt 





Versuch 6. 
Hundeserum. Phosphatpuffer. Dauer 67 Stunden. 
Ver dem Versuch Rest-N 0,36 mg. 














1 > 3 4. 5 6. _- 

pu, elektrometr. 7.45 7,25 7,05 6,89 6,73 6,56 
Rest-N ... 1,75 1,79 1,81 1,92 2,00 1,89 D, 
Rest-N-Zuwachs 1,39 1.43 1.45 1,59 1.67 1,56 R 
Ri 

Versuch 7. 
Hundeserum. <Acetatpuffer. Dauer 25 Stunden. 

Vor dem Versuch Rest-N 0,10 mg. Versuche 1, 2, 3 durch Soda alkalisiert. de 
1. 2 3. 4 5 6 “ 
eu 
pu. elektrometr. 9.03 8,07 7.66 6.80 5,35 4.98 ar 

er 0,23 O85 1.35 1.49 0.13 0.10 
Rest-N-Zuwachs 0.13 0.75 1,25 1,30 0,08 0,00 p A 
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In beiden Versuchen mit Hundeserum zeigt sich am deutlichsten 
ein Sehr langsames Abklingen der Proteasewirkung in der Richtung 
yom Optimum nach der alkalischen Seite hin. 

Es bestatigen die hier angefiihrten Versuche die von Okubo ge- 
wonnenen Resultate und geben uns zur selben Zeit die Méglichkeit, den 
SchluB zu zieben, daB dis Serumtryptase nicht mit dem Trypsin des 
Pankreas identifiziert werden kann. da letzteres ein weit alkalischeres 
Wirkungsoptimum besitzt. 

Indem ich jetzt zu der zweiten Aufgabe schreite, namlich zur 
Klarung der Frage iiber die Existenz eines proteolytischen Ferments 
im Serum, mit einem Wirkungsoptimum im sauren Milieu — der 
Pepsinase —, muB ich bemerken, dab, wenn die Existenz einer Tryptase 

das Resultat der Arbeiten anderer Verfasser (Jobling, Okubo) 

als unbestrittene Tatsacke vorlag, die Existenz einer Pepsinase im 
Gegenteil nur vorausgeahnt werden konnte. Die Voraussetzung so 
einer Existenz konnte ich nur darauf griinden, daB die Pepsinase mit 
ihrem Wirkungsoptimum in stark saurem Milieu in Organen aufgefunden 
wurde; selbstverstandlich konnte sie auch ins Blut gelangen. Deshalb 
begann ich die entsprechenden Versuche mit Pufferlésungen, welche 
mit dem Pepsinaseoptimum der Leber in unseren diesbeziiglichen 
Versuchen entsprachen, d. h. pg = 3,6 bis 3,8 fiir Leberautolyse (Rona 
und Mislowitzer) oder pa = 3,0 bis 3,4 fiir Caseinspaltung durch Leber- 
pepsinase (L. Utkin-Ljubowzow). Die Methodik war anfanglich dieselbe 
wie fiir Serumtryptase. 

Der erste Versuch in dieser Richtung erwies sich als miblungen 
da die Caseinspaltung zu unbedeutend war, um aus den erhaltenen 
Zahlen irgendwelche Schliisse ziehen zu kénnen (Versuch 8). 


Versuch &. " 


Hundeserum. Acetatpuffer. Dauer 67 Stunden. 
Vor dem Versuch Rest-N 0,10 mg. 





1 2 3. 4 5 
pa. elektrometrische — . 5.04 4.04 4,24 3,92 3.04 
ae eee O15 0,10 0,13 O15 O15 
Rest-N-Zuwachs .... 0.08 0.00 0,08 O05 O05 


Der erste Gedanke, der beim Anblick dieser Tafel auftaucht, ist 
der, daB die im sauren Milieu arbeitende Protease durch das Casein, 
welches im isoelektrischen Punkte ausfallt, nicht adsorbiert wird, da 
eine Caseinspaltung zwar vorhanden, doch so gering ist, daB der Gedanke 
an irgendwelche Fermentreste, die zufillig im Casein nach dessen 
Auswaschung verbleiben, naheliegt. Da bei den Versuchen mit Pepsinase 
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die Anwesenheit von Antitrypsin keine Bedeutung hat und das von mir 
angewandte Verfahren speziell zur Trennung des Ferments von Anti 
trypsin und den Serumproteinen bestimmt ist, so benutzte ich die 
Gelegenheit, um meine Versuche unmittelbar mit Serum anzustellen 
Der Versuch 9, in dem als Substrat fiir die Pepsinasewirkung das 
Serumprotein selbst diente. zeigte, dab das Serum eine Pepsinase 
enthalt, obgleich die Spaltung — im gegebenen Falle die Autolyss 
nicht bedeutend war. 


Versuch 9. 


Hundeserum. Acetatpuffer. Dauer 67 Stunden. In jedem Kolben a 5 ccm 





Serum verdiinnt 1:5. Vor dem Versuch Rest-N = 0,33 mg. 
CX 2. a 4 5 
Pu: elektrometrische . . 4.62 4,32 4.08 3,82 346 
ge ig) ain eae 0,39 0.39 045 0,49 0.52 
Rest-N-Zuwachs ... . 0,06 0.06 012 0,16 0.19 


Um die Resultate deutlicher zu gestalten, stellte ich einige Versuche 
in der Weise an, daB ich das Serumprotein durch das leichter spaltbare 
ersetzte. Dabei gewann ich ein klares Bild einer Aktivitaétszunahme 
des Ferments in Abhangigkeit von einer VergréBerung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration, wie es aus den Versuchen 10 und 11 hervorgeht 


Versuch 10. 


Hundeserum (dasselbe). Acetatpuffer. In jedem Kolben 4 5 cem Serum | : 5 
und & 3cem Iproz. Caseinlésung. Dauer 67 Stunden. Vor dem Versuch 
Rest-N = 0,35 mg. 





1 2 3 4. 5 6 
Pa, elektrometr. 4,62 4,32 4,10 3.87 3.66 3,3Y 
Ret-N ....% O88 0.50 0,67 0,97 4.53 1,75 
Rest-N-Zuwachs 0,08 O15 0.32 0,62 1.18 1,40 


Versuch 11. 


Hundeserum. Lactatpuffer. Bestandteile der Mischung dieselben wie in 





Versuch 10. Dauer 50 Stunden. Vor dem Versuch Rest-N = 0,38 my 

1 2 3 4. 5 6 7 
Py, elektrometr. 4,20 3,99 3,79 3,57 3,34 2,98 2,83 
i” ear 0,53 0,65 0,80 1,01 1,37 1,84 2,56 
Rest-N-Zuwachs O15 0,27 0,42 0,63 0.99 1,46 2,15 
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Die angefiihrten Versuche zeigen auf der ganzen Skala der Wasser- 
stoffionenkonzentration, auf welcher ein Wirkungsoptimum der Casein- 
spaltung fiir die Leberpepsinase liegt, nur einen Aktivitaétszuwachs, 
was wiederum darauf hinweist, daB eine optimale Reaktion des Milieus 
seurer sein muB. Die nachsten zwei Versuche 12 und 13 zeigen, daB 
als Optimum py etwa 2,4 bis 2,6 zu setzen ist. 


Versuch 12. 


Hundeserum. Lactatpufter. Dauer 47 Stunden. Vor dem Versuch Rest-N 
= 0,36 mg. 





1 2 3. 4 5 
py. elektrometrische . . 3,55 3,25 2,97 2.65 2,40 
— ee 1,38 2,00 2,82 1,83 
Rest-N-Zuwachs ... 0,70 1,02 1,64 2.46 1,47 


Versuch 13. 


Kaninchenserum. Lactatpuffer. Dauer 47 Stunden. 
Vor dem Versuch Rest-N = 0,43 mg. 





1 2 3 4. 5 6 
Pu, elektrometr. 3,54 3,25 2.95 2,67 2.37 2,10 
Rest-N . . . 0,67 1,16 1,39 1,82 2.56 2,05 
Rest-N-Zuwachs 0,24 0,73 0,87 1,39 2.13 1,62 


Vergleichen wir aber das gewonnene Wirkungsoptimum mit den 
esultaten der Versuche 14 und 15, so miissen wir gestehen, daB hier 
nicht alles so klar ist, wie man erwarten kénnte, denn die Versuche 14 
und 15 geben ein Optimum, welches in weniger saurem Milieu liegt, 
d.h. bei pa etwa 3,0 bis 3,2, also mit dem Optimum der Leberpepsinase 
bei ihrer Einwirkung auf Casein zusammenfallen. 


Versuch 14. 


Kaninchenserum. Lactatpuffer. Dauer 91 Stunden. 
Vor dem Versuch Rest-N 0,44 mg. 





Py, elektrometr. 4,26 | 4.93 | 383 339 321 | 800 | 2,82 
Rest-N .... 0,57 | 064 | 0.75 118 | 147 | 282 | 2,24 
Rest-N-Zuwachs 0.13 0,20 0.31 0.69 1,03 1.88 1,80 
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Versuch 15. 


Kaninchenserum. Lactatpuffer. Dauer 41 Stunden. 
Vor dem Versuch Rest-N 0,34 mg. 





1 2 3 4 5 6 
Pu, elektrometr. 3.80 3.67 3.53 3.38 3.25 3.11 
Ret-N .. . 0,60 0,71 0.77 0,86 0,96 0.6% 
Rest-N-Zuwachs O26 O37 0.43 0.52 0.62 O38 


Die Widerspriiche in den erhaltenen Resultaten zwangen mic! 
zu einem Verzicht auf die von mir angenommene Methodik; ich grift 
wieder zu dem Verfahren, welches zur Tryptasenbestimmung an 
gewandt wurde. indem ich es nur den Eigenschaften der Pepsinas: 
gemaB anderte 

Wie bekannt, ist nicht nur die Magenpepsinase, sondern nach Ron 
und Mislowitzer auch die Leberpepsinase durch Alkali leicht zerstérba: 
daraus folgt, daB bei Anwendung unserer Methode die Pepsinase, wenn 
sie durch Casein adsorbiert wird, einer starken Zerstérung im Stadiun 
der Bearbeitung des Caseinniederschlags mit Sodalésung unterliegt 
Aus diesem Grunde versuchte ich, den Niederschlag aufzulésen, indem 
ich ihn in Wasser suspendierte und vorsichtig eine n/10 Lésung vor 
HCl dazugab. In diesem Falle erhielt ich sofort befriedigende Resultat: 


Versuch 16. 


Kaninchenserum. Lactatpuffer. Dauer 68 Stunden. 
Vor dem Versuch Rest-N 0,10 mg. 





1. 2 3. a 5. 6 
Py. elektrometr. 3.87 3,60 3,37 3,11 2.85 2.68 2,33 
Rest-N . . ; O17 0,21 0.25 0.33 0.40 0.45 0,32 
Rest-N-Zuwachs O07 O11 015 0,23 O30 0.35 2? 


In den Versuchen 16 und 12 wurde das Verdauungsmaximum es 
Caseins bei py = 2,6 beobachtet, weiter beginnt ein Abklingen de 
Kurve. Analoge Resultate mit den hier angefiihrten ergaben die Ver 
suche 17 und 18. 

Versuch 17. 


Kaninchenserum. Lactatpuffer. Dauer 92 Stunden. 
Vor dem Versuch Rest-N 0,13 mg. 





1 2 3 4 5 6 7 
Pa, elektrometr. 3,04 3,40 3,17 2,92 2,67 2,43 2,16 
Rest-N .... 0.39 0,33 041 0.54 0,62 0,54 0,48 


Rest-N-Zuwachs 0.17 0,20 0,28 0,41 0,99 O38 0,30 
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Versuch JS. 
Kaninchenserum. Lactatpuffer. Dauer 95 Stunden. 
Vor dem Versuch Rest-N O,11 mg. 





1 2 3 4. 5 6 7 
yy. elektrometr. 3.59 349 3,10 2,92 2.62 2,42 2.17 
Rest-N . : 0,25 0.33 (42 O50 O57 O54 O35 
Rest-N-Zuwachs C12 0,22 O31 OSY 046 O48 O22 


Die hier angefiihrten Versuche sprechen mit Bestimmtheit fiir die 
\nwesenheit eines proteolytischen Ferments im Blutserum, welches 
in stark saurem Milieu aktiv ist. Was sein Wirkungsoptimum anbetrifft 
so liegt dasselbe in einem Milieu, welches saurer ist als ein solches fiu 
die Leberpepsinase. So bleibt die Frage tiber den Ursprung dieses 
proteolytischen Ferments vorlaufig unaufgeklirt. Es sollte scheinen 
daB es am einfachsten ware, als Quelle dieses Ferments die Magensaft- 
driisen zu bezeichnen, doch haben wir fiir diese Vorstellung keine ge- 
wichtigen Griinde, da das Wirkungsoptimum des Magenpepsins einem 
Pu 1,6 bis 1,8 entspricht, wihrend das Wirkungsoptimum fiir die 
Serumpepsinase bei py = 2,5 bis 2.7 liegt, also im Milieu mit einer 
geringeren H-lonenkonzentration. Abgesehen davon miiBte eine Riick 
resorption aus dem Magendarmtraktus angenommen werden, wofii 
sicher keine Anhaltspunkte vorliegen. Als Endresultat bésitzen wir 
im Serum zwei Fermente, die Tryptase und Pepsinase, und keines von 
beiden kénnen wir sicher mit irgend einem von den uns bekannten 
proteolytischen Organfermenten identifizieren. Was die Serumtryptase 
anbetrifft, so ist in der vorhergehenden Mitteilung die Meinung aus 
gesprochen, da sie leucocytiren Ursprungs sei. Es fehlen endgiiltige 
Beweise. Immerhin ist es erwaihnenswert, dab Dernby') bei einer 
anderen Versuchsanordnung fiir die Leucoprotease ein Optimum bei 
pu = 3 fand und Nye*) ein Maximum bei pa = 7. Vereinigt man 
diese beiden Angaben, so erhilt man Zahlen, die den von mir fiir Serum 
proteasen gefundenen ziemlich genau entsprechen. Zur endgiiltigen 
Klarung dieser Frage miiBten die optimalen Punkte der Leucoprotease 
mit derselben Methode bestimmt werden 


Zusammenfassung. 


1. Das Serum von Kaninchen und Hunden enthalt eine Protease 
(Tryptase), deren Wirkungsoptimum gegen Casein bei py = 7 (6.7 
bis 7,1) liegt, was vollkommen mit den von Okvbo erhaltenen Resultaten 
iibereinstimmt. 


1) K. Dernby, Journ. of biol. Chem. 35, 179. 
2) R. Nye, Journ. of exper. Med. 35, 153. 
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2. Die Aktivitat dieser Protease fillt rasch mit einer VergréBerung 
der Wasserstoffionenkonzentration und viel langsamer mit einer Ve; 
minderung ab. 

3. Das Serum enthalt eine zweite Protease (Pepsinase) mit dem 
Wirkungsoptimum gegen Casein bei pa = 2,5 bis 2,7. 

4. Die gefundenen Proteasen sind sicher nicht mit den Fermenten 
des Magendarmtraktus zu identifizieren, was die Annahme eine: 
eventuellen Riickresorption ausschlieBt. Die am meisten gerechtfertigt: 
Meinung, die aus experimentellen (s. auch vorige Mitteilung) und 
theoretischen Betrachtungen erwiichst, daB die Serumprotease haupt 
sichlich Leucoprotease ist, wire unter anderem durch ein dieser Arbeit 
analoges Studium der Leucocyten zu erginzen. 
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Uber den Gehalt von Weizen- und Roggenkeimen an Vitaminen. 


Ve ym 
Arthur Scheunert. 


(Aus dem veterinar-physiclogischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 12. Januar 1927.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Unter den zu Ernahrungs- und Futterzwecken verwendeten, bei 
der Vermahlung gewinnbaren Teilen des Getreidekorns wird dem 
Keimling, dem Embryo, wenig Beachtung geschenkt. Dies mag mit 
seiner, infolge des relativ hohen Fettgehalts gegeniiber den anderen 
Teilen des Korns, geringeren Haltbarkeit und auch mit seinem etwas 
strengen Geschmack zusammenhingen. So kommt es, dab die Keime 
beim MahlprozeB meist nicht abgetrennt werden, sondern in die Kleie 
fallen. 

Honcamp, Neumann und Miiller*) untersuchten vergleichend Roggen- 


und Weizenkeime auf ihre Verdaulichkeit bei Hammeln und Schweinen und 
fanden dabei folgende Werte 





Stickstoft- 

Organ. Roh- Roh: treie Roh: 
Substanz protein fett Extraktiv» taser 

stotte 
Proz. Proz Proz. Proz Proz 
Roggenkeime, Zusammensetzung . . 94.56 31,09 97 49.88 3,88 
Hiervon waren { Schaf 91,7 91,8 90.5 915 91,4 
verdaulich | Schwein ee 83.5 86.4 90,8 87.8 67,7 
Weizenkeime, Zusammensetzung 94.79 32,21 7.8 52,62 2.16 

Hiervon waren | Schaf . . 89,3 93,8 89,4 91,1 
verdaulich | Schwein . . Kall 86.9 90,1 85.5 88,1 41.3 

') Landw. Versuchsst. 81, 205, 1913. 
Biochemische Zeitschrift Band 183 x 
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Der hohe EiweiBgehalt und die hohe Verdaulichkeit lassen somit 
Keime als hochverdauliches, héchst wertvolles Futtermittel erschein 
Nach den angefiihrten Untersuchungen enthalten die Roggenkeime 21,23 Pr: 
verdauliches EiweiB und 75,8 Proz. Stdrkewert (nach Kellner), die Weize) 
keime 21,97 Proz. verdauliches EiweiB und 74,7 Proz. Stdrkewert. 

Diesen Befunden entsprechen neuere von Honcamp und Pfaff; wm 
Scheunert, Klein und Steuber*) mit Roggenkeimen. Bei Hammeln wurc: 
hier in der Trockensubstanz 22,87 Proz. (Honcamp und Pfaff) und 21,12 Pro 
(Scheunert, Klein und Steuber) verdauliches EiweiB sowie rechnerisc} 
Starkewerte von 83,15 und 83,44 gefunden. Als der Nahrwert der Rogge: 
keime im Respirationsversuch experimentell ermittelt wurde, erwies er sic! 
als wesentlich héher. Scheunert, Klein und Steuber fanden bei einem Tie: 
auf diese Weise 113,4. 

Wenn durch diese Zahlen auch der hohe Nahrwert der Getreidekeiny 
deutlich hervorgehoben wird, so wird er mit ihrer Hilfe in seinem ganzen 
Umfange aber immer noch bei weitem nicht richtig erfaBbt. Dies ist erst 
mdéglich, wenn auch die qualitative Beschaffenheit des Keimes beriicksichtigt 
wird. McCollum ist es gewesen, der in dieser Richtung darauf hinwies, dat 
der Keim der qualitativ wertvollste Teil des Kornes ist. Da aus ihm di 
neue Pflanze hervorgeht, muB er alle lebensnotwendigen Bestandteile in 
giinstigen Mengenverhaltnissen enthalten, d. h. er mu6 eine fiir den Ablaut 
der Lebensvorginge und Assimilationen des werdenden neuen pflanzlichen 
Organismus optimale Zusammensetzung haben. Die iibrigen Teile des 
Kornes sind demgegeniiber nur als Reservematerial aufzufassen. Der Keim 
steht somit den griinen Blattern, in denen die wesentlichen Stoffwechsel- 
vorginge ablaufen, und den Organen der Tiere nahe, die ebensolchen Funk 
tionen obliegen. Die Qualitaét des im Embryo enthaltenen Mineralstofi 
gemischs und die seiner EiweiBkérper muB demnach fiir Ernihrungszwecke 
eine sehr gute sein, und weiter muB der Keim auch Vitamine enthalten. 
In der Tat haben McCollum, Simmonds und Pitz*) festgestellt, dab Weizen 
keime alle zum Wachstum und Wohlbefinden eines Tieres notwendigen 
Bestandteile enthalten. Ein Mangel besteht nur insofern, als die gegen- 
seitigen Mengenverhaltnisse dieser Bestandteile ungiinstige sind, so daB ohne 
Abanderung derselben ein Wachstum nicht méglich ist, insbesondere mui 
auch der Mineralstoffgehalt modifiziert werden. Die EiweiSkérper der 
Keime sind von vorziiglicher Qualitaét. Alles das laBt es angezeigt erscheinen, 
den Keimen fiir alle Ernaihrungszwecke eine erhéhte Aufmerksamkeit 
zuzuwenden, sie insbesondere zur Erginzung vermutlich unterwertiger 
Rationen heranz:ziehen und auch bei der menschlichen Ernahrung zu 
gleichen Zwecken zu verwenden. Auf letzteres hat meines Wissens als erste 
P. Bergell aufmerksam gemacht, und es wird gegenwiartig von der Nahr 
mittelfabrik Dr. Klopfer ein Praéparat namens Materna (aus geschmacklichen 
Griinden auch mit Zucker ,,kandiert‘‘) in den Handel gebracht, welches aus 
Getreidekeimen hergestellt ist. 

Es erschien von Interesse, zur weiteren Klarung des Nahrwerts 


der Keime Untersuchungen iiber deren Vitamingehalt anzustellen. 


1) Landw. Versuchsst. 108, 259, 1925. 

®) Zeitschr. f. Tierziichtung, Ziichtungsbiol. und Tierernéhrung 3, 
343, 1925. 

8) Journ. of biol. Chem. 25, 105, 1916. 
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In dieser Richtung sind bisher nur Weizen und Mais, und zwar 
m Auslande, untersucht worden. Uber die in Deutschland gebauten 
Cerealien liegen noch keine Untersuchungen vor. Es war dadurch 
vegeben, unsere Brotgetreidearten, Weizen und Roggen, zu untersuchen 
Gleichzeitig erschien es interessant, das erwihnte Priparat Materna 
vergleichsweise heranzuziehen. 


Beziiglich des Vitamins A ist bekannt, daB es in den Getreide- 
kérnern nur sehr sparlich vorkommt. Es spricht vieles dafiir, daB diese 
geringen Mengen von Vitamin A wesentlich im Keime zu suchen sind 
In der Tat haben Mc Collum, Simmonds und Pitz in Weizenkeimen 
merkliche Vitamin-A-Mengen gefunden. Was das Vitamin B anlangt, 
so liegen mehrere Untersuchungen vor, nach denen Chick und Hume’), 
Osborne und Mendel*), sowie Mc Collum, Simmonds und Pitz iiber- 
einstimmend einen reichlichen Vitamin-B-Gehalt nachwiesen. Uber 
Roggenkeime konnten wir keine Angaben finden. Vitamin C diirfte in 
den Keimen nicht vorhanden sein. Getreidekérner enthalten dieses 
Vitamin nicht, und Untersuchungen tiber Weizenkeime*) haben ein 
negatives Ergebnis gehabt. 


Allgemeine Methodik. 


Die Priifung auf Vitamin A und B erfolgte durchweg an weiBen Ratten, 
die im Alter von 3 bis 4 Wochen bei einem durchschnittlichen Gewicht von 
etwa 50g in Ejinzelkaéfigen mit der Versuchsnahrung gefiittert wurden. 
Die Einzelkafige waren Aquariengliser aus Glas, die mit einem Drahteinsatz 
zum Durchfallen von Harn und Kot und mit einem Drahtdeckel versehen 
waren. Auf dem Drahteinsatz waren ein Futternipfchen aus Glas, ein 
Salbenbiichschen als Wassergefé8 und ein kleiner Blumentopfuntersetzer 
aus Ton als Lagerstatt befestigt. Die Ratten wurden zweimal in der Woche 
gewogen, die Nahrungsaufnahme wurde gelegentlich durch Stichproben 
kontrolliert, im iibrigen auf sie taglich beim Erganzen der Nahrung geachtet. 
Die Ergebnisse der Versuche werden in Kurven dargestellt. 

Zur Herstellung der benétigten vitaminfreien Nahrungsgemische wurden 
deren Bestandteile einer sorgfaltigen mehrfachen Extraktion mit Wasser, 
Alkohol und Ather unterzogen. Als Eiweif verwendeten wir das schon 
mehrfach beschriebene Gemisch aus drei Teilen Lactalbumin und einem Teil 
Plasmon oder, als diese Bestandteile verbraucht waren, Casein. Als Starke 
wurde Kartoffelstarke, als Fett gehirtetes Pflanzenfett verwendet. Das 
Salzgemisch wurde nach Osborne und Mendel hergestellt. Spiater bedienten 
wir uns der einfacheren Herstellung wegen des bekannten Gemisches von 
McCollum und Davis. Als Trager von Vitamin B wurde der vitamin-A-freien 
Nahrung Trockenhefe des Einsiedler-Brauhauses zugesetzt, die vorher 


1) Proc. Roy. Soc. London 90, 44, 1917. 

2) Journ. of biol. Chem. 87, 557, 1919. 

’) Rep. on the Present State of Knowl. of Access. Food Factors 
(Vitamins) Med. research. Counc. London, IJ. Aufl., 1924, 8S. 112. 


R* 
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vitamin-A-frei extrahiert worden war. Als Trager von Vitamin A dien: 
Lebertran. 

Die quantitative Zusammensetzung der Nahrung wird bei den einzelnen 
Versuchen angegeben. 


Untersuchung auf Vitamin A. 


Vitaminuntersuchungen werden jetzt hiufig derart angestellt, dali 
die zu priifende Substanz von vornherein in gewissen Prozentsatzen 
der vitaminfreien Grundnahrung beigemischt wird, um festzustellen 
bei welchem Prozentgehalt die Nahrung als vollwertig bezeichnet 
werden kann. 

Versuch 1. Es wurde zunichst nach dieser Methode verfahren, und 
zwar glaubten wir mit einer ziemlich geringen Beigabe von 5 ode: 
10 Proz. auskommen zu kénnen. 

Die Nahrungszusammensetzung war deshalb folgende: 


« 


18,00 Proz. Eiweif (Lactalbumin 3: Plasmon 1), 
15,00 ., gehartetes Pflanzenfett, 
5,00 ,,  Trockenhefe, 
5,00 ,, Keime (Weizen- oder Roggenkeime oder Materna), 
6,14. ,,  Salzgemisch (Osborne und Mendel), 
50,86 ,, Starke. 

In der zweiten Reihe wurden 10 Proz. der Keime zugegeben und dafiir 
die Stairkemenge auf 45,86 Proz. erniedrigt. 

Diese Gemische wurden den Tieren vom ersten Tage des Versuchs ab 
vorgelegt. Die Ergebnisse sind in Abb. 1 dargestellt, die die Wachstums- 
kurven von je vier Ratten fiir eine Versuchskost wiedergibt. Auf der Abszisse 
ist die Versuchsdauer in Abschnitten von je 10 Tagen, auf der Ordinate das 
Gewicht in 10 g-Abschnitten aufgetragen. 

Der Verlauf der Kurven zeigte, daB weder eine Kost, die 5 Préz 
Weizenkeime, Roggenkeime oder Materna, noch eine solche, die 10 Proz 
dieser Produkte enthielt, richtiges Wachstum junger Ratten auf die 
Dauer unterhalten konnte. Geringe Unterschiede zwischen den 5 und 
10 Proz. Nahrung waren zugunsten der letzteren vorhanden. Im all- 
gemeinen stockte das Wachstum nach anfinglichem raschen Verlauf 
bereits nach 15 bis 20 Tagen. Ein deutlicher Unterschied zwischen 
den einzelnen Produkten bestand nicht. Der Versuch wurde deshalb 
am 36. Tage abgebrochen und nur je ein Tier von jeder Gruppe im 
Versuch belassen. Dieses diente zur Fiihrung des Beweises, daB die 
Wachstumsstockung tatsichlich auf Vitamin-A-Mangel zuriickzufiihren 
war. Diese Tiere, Nr. 569, 563, 555 und 576, 566, 557, erhielten vom 
35. Versuchstage ab (bei + der Abb. 1) eine Zulage von Lebertran, 
und zwar wurden der Einfachheit halber davon 5 Proz. der Versuchs. 
nahrung beigemischt. Die Abbildung zeigt, daB daraufhin das Wachstum 
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sogleich energisch von neuem einsetzte, es hatte also tatstichlich Vitamin 


1-. Vangel bestanden. 


Der Versuch hat kein 
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waren zu gering. Sie hatten erhéht we 
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rden miissen. Dann aber miissen 
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Abb. 1 


erhéhte methodische Bedenken geltend gemacht werden. Die Keim. 
linge sind derart eiweiBreich, dab jedwede erhebliche Zulage die KiweiB- 
versorgung der Versuchstiere iindert. Diese ist aber zweifellos fiir das 
Wachstum von Wichtigkeit. es hiitte also der KiweiBgehalt der Rationen 
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auf gleiche Héhe gebracht werden miissen. Dann aber wire in jedk 
Ration das EiweiBgemisch immer noch verschieden gewesen. Ferne: 
hat man bei dieser Versuchsanordnung keinerlei Mab fiir die wirklic! 
aufgenommene Menge des zu priifenden Materials. Diese ist ganz in 
Belieben der Versuchstiere gestellt. 

Es wurde deshalb diese Methode verlassen und zu jener zuriick 
gekehrt, die darin besteht, daB zunichst durch eine das betreffenc: 
Vitamin nicht enthaltende Kost die Mangelerscheinungen hervor 
gerufen werden und nunmebr eine Zulage von der zu priifenden Sub 


stanz erfolgt. 
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Abb. 2. 


Versuch 2. Die Ratten erhielten eine vitamin-A-freie Grund 
nahrung; diese bestand aus 18 Proz. Casein, 15 Proz. gehartetem 
Pflanzenfett, 5 Proz. Salzgemisch (McCollum), 5 Proz. Trockenhefe 
57 Proz. Starke. Sie wuchsen mit dieser Nahrung noch eine kurze Zeit 
und stellten dann weiteres Wachstum ein. Die Versuchsergebnisse 
sind in Abb. 2 kurvenmaBig wiedergegeben worden, wobei aber der 
zeitliche Verlauf in 20tagigen Abschnitten und die Gewichte von 20 zu 
20 g angegeben sind. Sobald weiteres Wachstum etwa 14 Tage unter 
blieben war (Zeichen + in Abb. 2), erfolgte die Zulage von 1 baw. 2 g 
der genannten Produkte (Weizenkeime, Roggenkeime, Materna). 
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Die Kurven zeigen, dab durch diese Zulagen sofort das Wachstum 
weder in Gang kam. Weiter sieht man aber, dab keine der drei Pro- 
dukte in Menge von | g ein befriedigendes Wachstum zu sichern ver- 
mochte. Die Gewichtszunahmen erfolgten vielmehr langsam, schleppend 
nd mit Stockungen und Riickschlagen. Trotzdem aber zeigte das 
lurch die Zulage langsam in Gang kommende Wachstum, dab Vitamin A 
n deutlich wirksamer Menge vorhanden war. Die Zulage von 2 g hatte 
wesentlich besser gewirkt, und zwar waren, wie der steile Anstieg der 
Kurven zeigt, die Roggenkeime sowohl den Weizenkeimen als auch dem 
Produkt Materna etwas iiberlegen. Leider waren die Ratten 610 und 611 
sowohl wie 616 vor Gabe der Zulage gestorben. Bei den Materna- 
zulagen ist zu beriicksichtigen, daB diese von den Ratten schlecht ge- 
fressen wurde, so daB manchmal Reste blieben. Dies wirkte sich in dem 
zackigen Verlauf der Kurven aus. Zweifellos hatten die Weizenkeime 
aber den geringsten Vitamin-A-Gehalt. Der Versuch fiihrte dann 
insgesamt zu einem klaren Ergebnis: Weizenkeime, Roggenkeime und 
das Nahrmittel Materna besitzen einen deutlichen, wenn auch nicht 
sehr hohen Gehalt an Vitamin A. 


Untersuchung auf Vitamin B. 

Es wurde hierzu ebenfalls in der Weise vorgegangen, dab Ratten 
auf vitamin-B-freier Kost bis zum Eintreten der Mangelerscheinungen 
(Wachstumsstillstand, Gewichtsriickgang, struppiges Aussehen) ge 
halten und ihnen dann die zu priifenden Produkte zugelegt wurden, 
Die Wachstumskurven, die ebenso eingerichtet sind, wie in Abb. 2 
werden in Abb.3 gegeben. Die Kost bestand aus 20 Proz. Casein 
10 Proz. gehirtetem Pflanzenfett, 5 Proz. Lebertran, 6,14 Proz. Salz- 
gemisch (Osborne und Mendel), 58,86 Proz. Starke. Die Versuchstiere 
nahmen mit dieser Kost nur ganz kurze Zeit und voriibergehend zu 
Nachdem sie etwa 14 Tage keine Gewichtszunahme mehr gezeigt 
hatten, erfolgte die Zulage (bei + in Abb. 4), und zwar taglich 0.5 ¢ 
oder 1g Weizenkeime, Roggenkeime oder Materna. Von letzterem 
Produkt wurde hierbei eine mit Zucker zur Geschmacksverbesserung 
versetzte kandierte Materna verwendet 

Der Verlauf der Wachstumskurven zeigt, dab die Zulagen in Hohe 
von 0.5 g nicht geniigten. um normales Wachstum herbeizufiihren 
Das Wachstum kam mit diesen Zulagen zwar in Gang, war aber noch 


schleppend. Die Zulagen von 1 g brachten bei Roggenkeimen einen 
vollen Erfolg. 1 g Materna kandiert war den Keimen etwas unterlegen, 
wobei aber zu beriicksichtigen ist, daB infolge des Zuckergehalts 1 g 
Materna kandiert nur etwa 0,75 g Materna unkandiert entsprachen 
Weiter deuten aber die mit 0,5 g Zulage erzielten Kurven an, dab ebenso 
wie es beziiglich Vitamin A gefunden wurde, die Roggenkeime den 
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Weizenkeimen um ein geringes iiberlegen sind. 


A. Scheunert : 





Insgesamt zeigt di 


Versuch deutlich, daB der Gehalt an Vitamin B sowohl in Weize; 
keimen und dem Produkt Materna recht betrachtlich ist, und bestatic: 
damit die beziiglich der Weizenkeime von den amerikanischen Autor: 


erhobenen 


Befunde. 





160 
40 
120 


+ 


05g Weizerkerme 


ne 





1g Weizertkermre 














0,5g Roggenkeime 


20g 























Abb. 3. 


Priifung auf Vitamin (. 


Wie schon in der Einleitung erwahnt, ist ein Vitamin-C-Gehalt der 
Keimlinge unwahrscheinlich. Einige Versuche, die zur Sicherheit mit 
Meerschweinchen angestellt wurden, brachten hierfiir auch beziiglich 
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er Roggenkeime eine volle Bestatigung. Abb. 4 bringt die Gewichts- 
urven der Meerschweinchen, die auf Hafer + autoklavierter Milch 
ls Skorbutkost in Einzelkafigen gehalten wurden und vom ersten 
Versuchstage an 20g Keime als Zulage erhielten. Sehr bald traten 
Gewichtsstillstand und Abnahme ein. Mit Ausbildung der klinischen 
Skorbutsymptome wurde der Versuch eingestellt 
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Abb. 4. 


Zusammenfassung. 

1. Roggenkeime und Weizenkeime enthalten deutliche Mengen 
von Vitamin A. Der Gehalt ist nicht hoch aber auch nicht unbetrichtlich 
und in den Roggenkeimen scheinbar um ein geringes héher 

2. Roggenkeime und Weizenkeime enthalten erhebliche Mengen 
von Vitamin B, und zwar scheinen die Roggenkeime ein wenig tibet 
legen zu sein. 

3. Das aus Roggenkeimen hergestellte Produkt Materna enthalt 
Vitamin A und B etwa in dem AusmaB der Roggenkeime 


4. Vitamin € ist in Roggenkeimen und Weizenkeimen nicht 


enthalten. 








Untersuchung iiber Autolyse. VI‘). 


Von 
P. Rona und E., Mislowitzer. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 12. Januar 1927.) 


I. 

In einer friiheren Mitteilung?) wurde iiber die Zunahme des an- 
organischen Phosphors wiihrend der Autolyse von Kaninchenlebern 
namentlich in ihrer Abhangigkeit von der Reaktion des Mediums be- 
richtet. In diesen Untersuchungen, die nur spatere Stadien der Autolyse 
(von der dritten Stunde an bis zu 24 und 48 Stunden) beriicksichtigt 
haben, konnte unabhingig von dem EiweiB- und Glykogenabbau eine 
starke Vermehrung des anorganischen Phosphors nachgewiesen werden, 
die im wesentlichen auf fermentative Spaltung der Nucleine und der 
Phosphatide zuriickgefiihrt werden muBte. Im vielen Fallen wurde 
jedoch zu Beginn der Autolyse die Menge der siurehydrolysierbaren 
Phosphorverbindungen gréBer gefunden als die direkt fallbare Phosphor- 
menge. Dieser Umstand fiihrte uns dazu, den phosphorentbindenden 
Vorgangen in, Beginn und in den ersten Stunden der Autolyse gréBere 
Aufmerksamkeit zu schenken*) und zu versuchen, den vorhandenen 
..Phosphor“* in mehrere Fraktionen zu zerlegen. Zu diesem Zweck 
wurde der ,,nichtkolloidale‘’ Phosphor von dem ,,kolloidalen‘* durch 
Sublimatfallung getrennt und der nicht kolloidale seinerseits in einen 
nicht spaltbaren und in einen durch Séure nur unter Druck spaltbaren 
Teil zerlegt. Dazu kamen dann die schon aus der vorigen Mitteilung 
bekannten Fraktionen: der direkt fallbare, anorganische Phosphor und 
der durch kurze Saurehydrolyse spaltbare Phosphatester. 


') Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. 

2) P. Rona, E. Mislowitzer und S. Seidenberg, diese Zeitschr. 162, 87, 
1925. 

3) Vgl. iiber diesen Punkt die inzwischen erschienene Mitteilung von 
O. Riesser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 149, 1926. 
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Der ailgemeine Gang der Untersuchung war so, dal} in einem aliquoten 
jeil der Lebersuspension (es wurden stets Kaninchen benutzt) nach Ver- 
hung mit dem Neumannschen Saéuregemisch die Menge des Gesamt- 
sphats festgestellt wurde. Samtliche Phosphorbestimmungen sind nach 
er Embdenschen Methode durchgefiihrt. Dann wurde die Suspension nach 
Schenck enteiweiBt, in einem aliquoten Teil des Filtrats der direkt faillbare 
Phosphor bestimmt (Fraktion 1). Ein anderer Teil des eiweiBfreien Filtrats 
vurde 4 Stunden lang im siedenden Wasserbad am RiickfluBkiihler mit 
tproz. Salzsaure hydrolysiert, nach der Hydrolyse neutralisiert, das Phosphat 
wie oben bestimmt (Fraktion Il). Ein weiterer Teil des eiweiBfreien Filtrats 
wurde 6 Stunden lang mit 2proz. Salzsiure bei 244, Atmosphiaren im Auto- 
klaven erhitzt, dann neutralisiert, das Phosphat wie oben  gefillt 
Fraktion II1). Im letzten Teil des Filtrats wurde nach Veraschung mit dem 
Veumannschen Siduregemisch und Neutralisierung der Gesamtphosphor 
les eiweiBfreien Filtrats bestimmt. 


Untersucht man unter diesen Gesichtspunkten den im Moment 
des Todes vorhandenen Phorpher in der Leber, so findet man folgendes: 

In dem Versuch 1 (vgl. Protokoll 8. 132) war die Verteilung der 
einzelnen Fraktionen, ausgedriickt in Prozenten des Gesamtphosphors, 
zi Beginn des Versuchs 


RE 9.84 
re ea ee 
Pe eee 
, See a ee 


Auf den kolloidalen (durch Subtimat fallbaren) Teil entfallen 
demnach fast 50 Proz. (49,36 Proz.) des gesamten Phosphors. Die 
iibrigen 50 Proz. verteilen sich auf die vier Fraktionen, wobei besonders 
bemerkenswert die ,,Autoklavenfraktion* (Fraktion III) ist, die wesent- 
lich gréBer ist als die Fraktion der leicht spaltbaren Ester (Fraktion I). 
Dariiber hinaus ist ein nicht unbetrachtlicher Teil des Phosphors nach- 
gewiesen der in so fester oranischer Bindung vorhanden ist. daB er 
auch durch die Autoklavenbehandlung nicht freigeiegt ‘werden kann 
(Fraktion IV). 

In dem Versuch 2 (siehe Protokoll 8.132) wer die Verteilung in 
Prozenten des Gesamtphosphors 


Fraktion I... . aa + a 
a gs<s+ a 
res 
Pee eee 


Die Fraktionen des anorganischen und des leicht hydrolysierbaren 
Phosphors (I und II) sind nur unwesentlich von denen des ersten Ver- 
suchs verschieden. Weit gréBer sind jedoch die beiden anderen 
Fraktionen des nicht kolloidalen Phosphors, so vor allem der schwer 
spaltbare Phosphatester, der ein Viertel des ganzen Leberphosphors 
ausmacht, und der fast ebenso groBe nichtkolloidale, organisch 
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festgebundene Phosphor. Die Vermehrung dieser beiden Fraktion: 
ist anscheinend auf Kosten des kolloidalen Phosphors erfolgt, de: 
gegeniiber dem Versuch | ungefaihr gerade ebensoviel kleiner ist 
die beiden Fraktionen zusammen gréBer sind. 

In den folgenden Versuchen sollten die Verainderungen der w 
mittelbar nach der Organentnahme gefundenen Phosphorfraktiom 
wahrend einer kurzdauernden Autolyse festgestellt werden. 

Die Anfangswerte der Fraktionen im Versuch 3 (siehe Protokoll :3 
S. 132) decken sich fast vollstindig mit den Anfangswerten des ersten 
Versuchs. In Prozenten des Gesamtphosphors fand man: 


Fraktion Pare eee ee 
KG 2 *% ioe «4 ee 
ess + «eS eo eee 
eg ee eg eae 


Also wieder ungefahr die Halfte (46,82 Proz.) kolloidaler Phosphor 
die zweite Halfte aufgeteilt auf die vier Fraktionen des aicht kolloidalen 
Phosphors mit besonders hohem Autoklavenwert. Dieser ist auch im 
Versuch 2 erkennbar, der ja sonst eine etwar andere Verteilung zeigt 
Wir sehen also in der Leber urspriinglich rund 10 Proz. anorganischen 
Phosphor, rund 10 Proz. leicht hydrolysierbaren Phosphorester, rund 
50 Proz. kolloidalen Phosphor und von den noch iibrigbleibenden 
30 Proz. nicht kolloidalen Phesphors 20 Proz. schwer hydrolysierbaren 
und 10 Proz. auch unter Druck mit Saure nicht hydrolysierbaren 
Phosphor. Diese Verteilung wird nun bei der Autolyse verschoben 
Es werden zwei parallel verlaufende Autolysen, eine bei py 6,1, die 
andere bei py 8,2 angesetzt. In beiden Reihen konnte bei der Entnahme 
1 und 2 Stunden nach Beginn des Versuchs ein Anwachsen der niedrigen 
Phosphorkomplexe auf Kosten der héheren beobachtet werden. Folgende 
Verteilung in Prozenten des Gesamtphosphors wurde gefunden: 





In dem Versuch In dem Versuch 


bei PR 6,12 bei Py 8,23 
1. Entnahme nach 1 Stunde 
Fraktion I... , 10,93 15,31 
“ ; ed 9,43 12,86 
lll. fg 23,25 22,30 
a . ee ee 20,438 19,23 
Kolloid. Phosphor . . 35,96 31,18 
2. Entnahme nach 3 Stunden. 
Fraktion I..... 16,26 18,03 
- i. ne ca 20,51 26,08 
me ry e's . 20,08 16,10 
le a hy 12,94 17,13 


Kolloid. Phosphor . . 30,22 22,66 
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Der kolloidale Teil hat in diesem Versuch bei py 6,1 schon in 
ver Stunde eine Abnahme von 10Proz. (von 47 auf 36 Proz.) des 
(esamtphosphors erfahren, nach weiteren 2 Stunden betragt er nicht 
mehr ganz zwei Drittel des urspriinglichen kolloidalen Phosphors. In 
lem Versuch bei pg 8.2 ist dieser letztere Wert schon nach 1 Stunde 
erreicht, wahrend nach 3 Stunden der iibrigbleibende kolloidale Phos- 
phor nur noch etwas weniger als die Halfte des urspriinglich vorhandenen 
betragt. Es sind also intensive Spaltungsvorginge in den kolloidalen 
phosphorhaltigen Substanzen vor sich gegangen, die in 3 Stunden die 
Hilfte der Gesamtmenge betrafen. Eine Abhingigkeit von dem py 
st unverkennbar, da die Spaltung bei 8,2 erheblich schneller verlief 
ls bet 6,1. 

Was die Verhaltnisse der anorganischen Phosphatfraktion anlangt 
so ist der Anfangswert von 9 Proz. (bei pa 6,1) in 1 Stunde nur um 
|.9 Proz. angewachsen, wihrend in derselben Zeit der kolloidale Phosphor 
im 11 Proz., also um das Sechsfache abgenommen hat. Der Phosphor 
wird also bei der Spaltung der kolloidalen Phosphoranteile zunichst 
nicht anorganisch. Aus dem Vergleich der anderen drei Fraktionen 
des nicht kolloidalen Phosphors ist ersichtlich, daB der Zuwachs der 
\utoklavenportion und der der nicht hydrolysierbaren Fraktion sich 
gerade mit der Abnahme des kolloidalen Phosphors deckt. Die phosphor- 
haltigen kolloidalen Substanzen sind hier zum gré8ten Teile nur so weit 
wufgespalten, daB sie nicht mehr kolloidal sind; eine leicht hydro- 
lysierbare Phosphoresterbindung tritt noch nicht auf. Wenn doch 
Ester vorliegen, so sind diese noch zu gréBeren Molekiilkomplexen 
verbunden, die auch durch Saéurehydrolyse im Autoklaven zum gréBten 
Teile nicht spaltbar sind. Es ergibt sich also: Spaltung des kolloidalen 
Phosphors zu nicht kolloidalen, gar nicht oder auBerst schwer siure- 
spaltbaren Verbindungen. 

Die zweite Abnahme in demselben Versuch ist auch sehr lehrreich. 
Die Abnahme des kolloidalen Phosphors ist weitergegangen. Jetzt 
sind aber auch die beiden Fraktionen III und IV vermindert, die 
zuerst ihr Material bei der Spaltung des kolloidalen Phosphors beziehen. 
Wir miissen die Abnahme dieser beiden Fraktionen um so héher be- 
werten, als sie ja auch noch die Abnabme des kolloidalen Anteils in 
sich scblieBt. Alle drei kleiner gewordenen Fraktionen haben ihr Material 
an die nachsten beiden (I und II) weitergeliefert, wie deren sehr starkes 
Anwachsen zeigt. 

Bei dem Versuch bei pg 8,2 ist die Aufspaltung des Phosphors von 
der kolloidalen Form iiber alle Zwischenstufen, bis herunter zur an- 
organischen, etwas stiirmischer. Prinzipiell ist der Verlauf bei der 
einstiindigen Autolyse in diesem Versuch der gleiche wie in dem Versuch 
bei 6,1, nur ist die Endaufspaltung etwas gréBer. Die dreistiindige 
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Abnahme zeigt eindeutig, wie stark der anorganische und der leic}) 
hydrolysierbare Phosphor auf Kosten des fester gebundenen z 

genommen hat; wiaihrend die beiden untersten Fraktionen zu Begin: 
des Versuchs nur 19,9 Proz. des Gesamtphosphors ausmachen, haben 
sie hier nach 3 Stunden den Wert von 44,1 Proz. errzicht. Ob ein Teil 
des anorganischen Phosphors nicht wahrend der Autolyse noch nach 


traglich verestert worden ist, laBt sich nicht mit Sicherheit entscheiden 
doch ist es unwahrscheinlich. 

Ein zweiter Versuch (Versuch 4, Protokoll 8.133) bei px 4.58 und 
6,82 ausgefiihrt, zeigt genau dasselbe Bild. Die Verteilung der einzelnen 
Fraktionen (in Prozenten des Gesamtphosphors) zeigt die folgende Tabell: 


Zu Beginn war die Verteilung wie folgt: 


Pe Biss aoe oon EDD 
es oa nh bn te seh che 
ee ee Af 
eee 
Kolloid. Phosphor ... . . . 29,23 


Im Verlauf der Autolyse wurde folgende Verteilung gefunden: 





In dem Versuch In dem Versuch 


bei Py 4,58 bei Py 6,82 
1. Entnahme nach 1 Stunde. 
Fraktion I. : 18,09 19,35 
“ a. 9,50, 12,17 
FS 20,85 27,59 
“ mw. . .* ss 25,93 15,57 
Kolloid. Phosphor . . 25,57 25,33 
2. Entnahme nach 3 Stunden. 
Fraktion I... A 19,74 26,58 
"= ll eu eua le 16,31 20,16 
. ae 21,32 16,98 
m a ane. © 18,92 12,90 
Kolloid. Phosphor . . 23,61 23,39 


Die Autolyse ist in diesem Versuch etwas langsamer verlaufen als 
in dem vorherigen; ein Unterschied in dem Gesamtverlauf, gemessen 
an der Abnahme des kolloidalen Phosphors, ist bei py 4,6 und py 6.8 
nicht zu bemerken. Jedoch ist die Verschiebung der Fraktionen 
bei pu 6,8 viel ausgeprigter als bei px 4.6. Diese Verschiebung 
zeigt nun in den wesentlichen Punkten dieselben Ziige wie im 
Versuch 3: Zunahme der niederen Fraktionen (des anorganischen und 
des leicht hydrolysierbaren Phosphors) wihrend der Autolyse auf 
Kosten der héheren. Der kolloidale Phosphor weist bei allen eine 
Abnahme auf. Was die einzelnen Fraktionen anlangt, so ist nach 
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| Stunde im Versuch bei px 4.58 in den zwei ersten Fraktionen noch eine 
leichte Zunahme zu verzeichnen, wihrend im Versuch bei py 6,8 
Fraktion IV bereits sehr stark (von 24,90 auf 15,57 Proz.) abgenommen 
hat unter gleichzeitiger, fast entsprechender Zunahme der Fraktion [11 
interessant ist die Zunahme des anorganischen Phosphors auf Kosten 
des leicht hydrolysierbaren in beiden Versuchsreihen. Nach 3 Stunden 
ist die Vermehrung weiter fortgeschritten. Namentlich deutlich ist 
dies im Versuch bei py 6.82 zu erkennen, wo die Fraktionen II] und IV 
und der kolloidale Teil 20,17 Proz. ab-, die Fraktionen | und II 20,19 Proz 
zugenommen haben. 

Prinzipiell dieselben Verhiltnisse liegen im Versuch 5 (Protokoll 
8.133) vor, doch sind infolge der geringfiigigen Autolyse die Aus- 
schlige nicht so deutlich. 


Zu Beginn war die Verteilung wie folgt: 


Fraktion | eS Sa lU!lUCUlC 
rrr ee 
eS eee 
ae ee 
Kolloid. Phosphor . .. . . . 37,52 Proz. 


Im Verlauf der Autolyse wurde folgende Verteilung gefunden: 





In dem Versuch In dem Versuch 
bei Py 6,08 bei Pq 8,25 


Entnahme nach 3 Stuuden. 


Fraktion I. 16,47 18,29 

a Il 13,24 15,86 

Il ‘ 15,82 12,89 

_ e's 21,50 19,77 

Kolloid. Phosphor . . 32,95 33,27 
Il. 


Die bisherigen Untersuchungen haben ergeben, daB wiahrend der 
Autolyse in der Verteilung des Phosphors eine Verschiebung statthat. 
Die urspriingliche Verteilung, in der wir einen im Leben vorhandenen 
Zustand angenahert erblicken kénnen, weist schon, wie oben dargelegt, 
charakteristische Merkmale auf. Die Verschiebung beruht im wesent- 
lichen darauf, daB der kolloidale Teil tiber Zwischenstufen zu schwer-, 
dann zu leicht-spaltbaren Estern und schlieBlich zum erheblichen Te le 
zu anorganischem Phosphor iiberfiihrt wird. Fiir die leicht spaltbaren 
Ester ist es am naheliegendsten, ein Mono- oder Disaccharosephosphat 
anzunehmen. Die nichstfolgenden Versuche haben zur Aufgabe, 
Anhaltspunkte dafiir zu gewinnen, inwieweit man diesen Ester mit 
diesem Hexosephosphat identifizieren kann und ob bei der leicht 
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spaltbaren Fraktion eventuell auch andere Esterarten in Frage kommen, 

Fiir die schwer spaltbare Form mu8 man wohl héhere Komplexe an. 
nehmen, die unter Autoklavenbehandlung ihr Phosphat anorgani:ch 
abgeben. Ihr Verhalten bei der Autolyse ist noch nicht geklart. Es ist 
méglich, daB sie durch die Einwirkung der Fermente ebenfalls an 

organisches Phosphat abspalten, dieser anorganische Phosphor abe: 
sofort mit der vorhandenen Hexose verestert wird, und daB es dadurch: 
zu der Vermehrung der leicht spaltbaren Fraktion kommt. Oder ist 
die leicht spaltbare Form (also wohl die Hexoseester) schon in den 
schwer spaltbaren gréBeren Komplexen praformiert vorhanden! Div 
Entscheidung hieriiber 14Bt sich nur nach Isolierung der schwer spalt 

baren Komplexe, ihrer Aufspaltung und Bestimmung erbringen. Unser: 
Untersuchungen erstreckten sich zunachst auf die leicht spaltbare Form. 

Die Untersuchung auf Aquivalenz zwischen Hexose- und Phosphat 

werten laBt sich ohne weiteres nicht anstellen, da die Reduktionswert: 
durch die unvermeidliche Anwesenheit gleichzeitig vorhandener Zucker 
mengen (Spaltung des Glykogens in der Autolyse) in keine Beziehung 
zu den Phosphatwerten zu setzen sind. Wir haben versucht, die Schwierig- 
keit dadurch zu beseitigen, daB wir die Glykogenmengen durch Hungern- 
lassen der Tiere méglichst niedrig hielten, ferner den vorhandenen 
Zucker ganz oder zum Teil vergoren haben. Hierbei darf, wenn der 
Zucker (auch der Zucker in Form von Hexosephosphat) vergoren 
wurde und der ganze Phosphatester als ,,Hexosephosphat* vorliegt 

am SchluB kein hydrolysierbarer Ester vorhanden sein. Wurde nach 
der (nicht vollstandigen) Vergaérung noch ein Reduktionswert gefunden, 
so konnte man nachsehen, ob eine stéchiometrische Beziehung zwischen 
dem noch vorhandenen Reduktionswert (auf Glucose berechnet) und 
dem Phosphatwert, der nach leichter Hydrolyse gewonnen wird, besteht. 
Wurde eine Beziehung gefunden, die auf Hexosemono- oder -diphosphor- 
siure stimmt, so war eine gewisse Berechtigung vorhanden, diese leicht 
spaltbare Fraktion als Hexosemono- oder -diphosphorsiure anzusehen 
Wurde nach der leichten Hydrolyse mehr Phosphat gefunden als dem 
Reduktionswert entsprechen konnte, so hitte man Anhaltspunkte fiir 
die Annahme anderer Ester. Das Nicht-Auftreten von anderen als 
Hexoseestern spricht jedoch nicht mit voller Sicherheit gegen die 
urspriingliche Anwesenheit solcher Verbindungen, da sie médglicher- 
weise bei der Hefebehandlung fermentativ gespalten und sich so dem 
Nachweis als Ester entziehen konnten. Entscheidender sind natiirlich 
positive Befunde, da diese nicht anders zu deuten sind, ais durch die 
Anwesenheit nicht vergirbarer’ und nicht reduzierender Ester. 

Der allgemeine Gang der Untersuchungen war der folgende. 


Ein Teil der Lebersuspension wurde mit kolloidalem Eisenhydroxyd 
enteiweiBt, mit Quecksilberacetat behandelt und nach Bertrand der Re- 
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luktionswert bestimmt. Ein weiterer Teil der Suspension wurde nach 
Schenck enteiweiBt, dann mit Hefe versetzt, nach der Vergairung mit 
Sublimat, dann mit Quecksilberacetat behandelt, und in aliquoten Teilen 
er Reduktionswert nach Bertrand und die einzelnen Phosphorfraktionen 
lirekte, leicht hydrolysierbare, schwer im Autoklaven hydrolysier 
bare und nicht hydrolysierbare Fraktion) bestimmt. 


Die einzelnen Versuche ergaben folgendes: 


Versuch 11 (vgl. Protokoll S. 133). 


Phosphatwerte nach der Hefebehandlung: 


Fraktion I... : 106,0 mg P,O, 
Masccss cows OOS, BO 
Msn s+ ee ee 
BV 0 ee ele ce * ee oe 


Zuckerwerte: Vor der Hefebehandlung 252 mg. nach der Hefe 
behandlung 91 mg 
Es kommen 0,508 Millimol Phosphorsiiure auf 0.505 Millimol 
Zucker. 
Versuch 12 (vgl. Protokoll S. 133). 


Phosphatwerte nach der Hefebehandlung: 


ee Pee . . 129,5 mg P,O, 
ae ' -s ee. Ee 
lil . Toe: 2... * 
ae ea 246.6 .. P,O, 


Zuckerwerte: Vor der Hefebehandlung 450 mg, nach der Hefe- 
behandlung 105 mg. 

Es kommen 0,582 Millimol Phosphorsiure auf 0.583 Millimol 
Zucker. ' 
Versuch 13 (vgl. Protokoll S. 134). 


Phosphorwerte nach der Hefebehandlung: 


Prektion I... ... . . 330,06me P,O, 
II. (ee. BO 
Meer cae ve 1. CA 
ie .k 2 216 & hs pe Jos 


Zuckerwerte: Vor der Hefebehandlung 426mg, nach der Hefe 
behandlung 13,44 mg. 
Es kommen 0,344 Millimol Phosphorsiure auf 0,075 Millimol 
Zucker. 
Versuch 14 (val. Protokoll S. 134). 
Phosphorwerte nach der Hefebehandlung: 


Fraktion co 4 . . » - 291,41 mg P,O, 
[Ma-is sss +2. 2 

Mss ah ss 5s ae oS ee 

= es. 4 -a + i aoe ~~» See 
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Zuckerwerte: Vor der Hefebehandlung 376 mg, nach der Het. 
behandlung 44,4 mg. 
Es kommen 0,552 Millimol Phosphorsiure auf 0,246 Millim 
Zucker. 
Versuch 15 (vgi. Protokoll 8. 134). 


Phosphorwerte nach der Hefebehandlung: 


peamtion T.... . « « s. « S368 me BO, 
Mss sta ts @ Oe 6 Se 

Mess ss 8 se a es Oe ee 
NWsikwvwsct cas Oe o Be 


Zuckerwerte: Vor der Hefebehandlung 534 mg, nach der Hef: 
behandlung 150 mg. 
Es kommen 0,70 Millimol Phosphorsiure auf 83 Millimol Zucker 
Versuch 16 (vgi. Protokoll 8S. 134). 


Phosphorwerte nach der Hefebehandlung: 


Fraktion I....... . 175,18mg P,O, 
Basvsvevces CS « BO 
fess ses «> FEE. Be 
www ligts & oe BEM @ BAL 


Zuckerwerte: Vor der Hefebehandlung 378 mg, nach der Heft 
behandlung 37,24 mg. 
Es kommen 0,430 Millimol Phosphorsaure auf 0,21 Millimol Zucker 
Versuch 17 (vgl. Protokoll 8S. 134). 


Phosphorwerte nach der Hefebehandlung: 


Fraktion I....... . . 180,32 mg P,O, 
Base ssnrvve es SHB, FQ 
Ma. e. - e e co oe MS . BO, 
Vince 0 oe 0 co 907,88. FO, 


Zuckerwerte: Vor der Hefebehandlung 414,0 mg, nach der Hefe 
behandlung 25,20 mg. 
Es kommen 0,406 Millimol Phosphorsiure auf 0,140 Millimo! 
Zucker. 
Versuch 20 (vgl. Protokoll S. 134). 
Phosphorwerte nach der Hefebehandlung: 

Weneiem. 2.2 + +0 «+ « enemy 
er 6 UR,  C* 
ee gy 
ee le 
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Zuckerwerte: Vor der Hefebehandlung 366 mg, nach der Hefe- 
ehandlung keine Reduktion. 
Der direkt fallbare Phosphor nimmt (so gut wie) nicht zu nach 
der Hydrolyse 
Versuch 21 (vgl. Protokoll 8S. 134). 


Phosphorwerte nach der Hefebehandlung: 


Fraktion - ; . « » - 125,34 mg P,O, 
7 II . : . . . 138,88 ,, P,O, 

- ees stn en ts ee es 2 
Iv... ; 233,28 ,, P,O, 


Zuckerwerte: Vor der Hefebehandlung 492 mg, nach der Hefe 
behandlung keine Reduktion. 

Der direkt fallbare Phosphor nimmt (fast) nicht zu nach der 
Hydrolyse. , 

Wie aus den Versuchen ersichtlich ist, gelang in einigen Fillen 
eine véllige Vergirung, d.h. nach der Vergirung war keine Reduktion 
vorhanden. In anderen Fallen blieb jedoch eine mehr oder weniger 
starke Reduktion tibrig. Wo keine Reduktion mehr gefunden wurde 
Versuche 20, 21), war auch (fast) kein leicht hydrolysierbarer Phosphat- 
ester mehr vorhanden. Die Wagungsdifferenz an P,O,; vor und nach 
der Hydrolyse betragt absolut nur 3 bis 4 mg, d.h. nur etwa 5 Proz. 
der gewogenen Menge. Wollen wir diese Summe als aubérhalb der 
Fehler betrachten, so miissen wir sie auf nicht reduzierende, nicht 
vergirbare Ester beziehen. 

Hierfiir sprechen die Ergebnisse der Versuche 13 und 17 (und 
vielleicht auch 14). wo der leicht hydrolysierbare Phospha:wert gréBer 
ist als selbst der Aquivalenz eines Diphosphats entspricht. Die meisten 
anderen Versuche, 15, 16, '1 und 12, zeigen eine genaue Aquivalenz, 
wie sie einem Hexosemono- bzw. einem Hexosedipbusphat entspricht. 
Die leicht spaltbare Esterfraktion bestebt also wahrscheinlich zum 
gréBten Teile aus dieser Verbindung. Hieriiber sind noch weitere 
Untersuchungen im Gange!). 


Zusammenfassung. 


1. Der im Leberbrei unmittelbar nach dem Tode gefundene Phosphor 
kann in mehrere Fraktionen zerlegt werden: in einen kolloidalen und 
einen nicht kolloidslen Teil, und der letztere weiterhin — auBer dem 
direkt fallbaren anorganischen Phosphor — in einen leicht, in einen 
schwer (nur im Autoklaven) hydrolysierbaren und in einen iiberhaupt 
nicht spaltbaren Teil. 


1) Vgl. hierzu O. Riesser |. c., ferner E. Schmitz, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 144, 196, 1925. 


9* 
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2. Wahrend der Autolyse erleidet die Verteilung dieser Fraktione:, 
eine Verschiebung, die im wesentlichen darauf beruht, daB der kolloidal: 
Teil tiber Zwischenstufen zu schwer, dann zu leicht spaltbaren Estern 
schlieBlich zum erheblichen Teil zu anorganischem Phosphor iiberfiihrt 
wird. 

3. Die durch Saure leicht hydrolysierbare Fraktion besteht an 
scheinend im wesentlichen aus Hexosedi- bzw. -monophosphorsaure 
AuBerdem ist jedoch wahrscheinlich noch ein nicht reduzierender und 
nicht girender Phosphatester darin vorhanden. 


Auszug aus den Protokollen. 


Versuch 1. 38g Kaninchenleber + 100 ccm _ destilliertes Wasser 
Zweimal 25 ccm nach Schenck enteiweiBt auf 200 ccm aufgefiillt. 

1. Direkte Phosphatfdllung. In 60 cem des eiweiBfreien Filtrats gefunden 
1,603 mg P,O,. Auf 100 g Leber berechnet 77,62 mg P,O;. — Il. Phosphat 
fdllung nach der Hydrolyse. 50cem vom eiweiBfreien Filtrat in 4 Proz. HC! 
4 Stunden am Wasserbad hydrolysiert, dann neutralisiert, auf 100 cem 
aufgefillt, in 50 cem P gefallt. Gefunden 1,515 mg P,O;. Auf 100 g Leber 
176,06 mg P,O;. — Ill. Phosphatfdllung nach Erhitzen im Autoklaven. 
50 cem des enteiweiBten Filtrats wurden mit 2proz. HCl 6 Stunden bei 
214 Atmospharendruck im Autoklaven erhitzt, neutralisiert, auf 100 ccm 
aufgefiillt, 50 cem nach Embden behandelt. Gefunden 2,685 mg P,O,, auf 
100 g Leber 311,9 mg. — IV. Gesamtphosphor im eiweiBfreien Filtrat. 25 ecm 
des eiweiBfreien Filtrats mit Neumannschen Séauregemisch verascht, 
neutralisiert, auf 50ccm aufgefiillt, davon 20ccem gefallt. Gefunden 
1,374 mg P,O,;, auf 100 g Leber 399,1 mg. — V. Gesamtphosphor. Zweimal 
5cem der Lebersuspension wurden nach Neumann verascht, auf 100 cem 
aufgefiillt, davon 10 cem gefallt. Gefunden 1,085 mg P,O,;, auf 100 g Leber 
788,1 mg. 

Versuch 2. 54,9g@ Kaninchenleber + 120 cem destilliertes Wasser. — 
Sonst wie Versuch 1 behandelt. — I. Direkte Phosphatfaillung. Gefunden 
2,151 mg P,O,;, auf 100g Leber 92,39 mg. — II. Phosphatfallung nach 
Hydrolyse (Fillung in 40 cem). Gefun-len 1,603 mg P,O,; auf 100 g Leber 
206,55 mg. — III. Phosphatfallung nach Erhitzen im Autoklaven (Fallung 
in 40 cem). Gefunden 3,238 mg P,O;, auf 100 g Leber 417,28 mg. — IV. Ge- 
samtphosphat im eiweiBfreien Filtrat. Gefunden 1,88 mg P,O,;; auf 100g 
Leber 605,68 mg P,O;,. — V. Gesamtphosphor. Gefunden 1,31 mg P,O;; 
auf 100g Leber 844,09 mg. 

Versuch 3. 55g Kaninchenleber + 200 ccm destilliertes Wasser. Je 
100 cem von der Suspension 1. zu 100 cem Acetatgemisch (m/5, pg 6,12), 
2. zu Boratgemisch m/5, pg 8,23. — I. Direkte Phosphatfallung (60 ccm 
gefallt). — II. Phosphatfallung nach Hydrolyse. (Vom eiweiBfreien Filtrat 
50 ccm hydrolysiert, auf 100 ccm aufgefiillt, 60 cem gefallt.) — III. Phosphat- 
fallung nach Erhitzen im Autoklaven. 50 ccm autoklaviert, auf 100 ccm auf- 


gefiillt, in 60 cem gefallt. IV. Gesamtphosphat im eiweiBfreien Filtrat. 
25 ecm verascht, auf 50 ccm aufgefiillt, in 25 cem gefallt. — V. Gesamt- 


phosphat. 5 cem der Suspension verascht, auf 100 ccm aufgefiillt; in 15 cem 
gefallt. — Alle Zahlen mg P,O, (in Klammern mg P,O,; auf 100 g Leber). 
Gesamtphosphat: gefunden 1,32 mg P,O,; auf 100 g Leber 817,8 mg P,O,,. 
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Anjangswert. 1. 0,718 (73.96); LI. 1,015 (162,90); IL]. 1,58 (326,62); 
V. O88 (434,91). 

Versuchsreihe bei py 6,12. Abnahme nach |] Stunde. I. 0,87 (89,34); 
11. 1.03 (166,49); IIL. 1,73 (356,66); IV. 1,06 (523,69). Abnahme nach 
} Stunden. (Je 30 ccm enteiweiBt, auf 200 cem aufgefiillt.) 1. 1,21 (125,17); 
If. 1,12 (230,32); ILI. 2,01 (412,70); IV. 1,14 (562,78). 

Versuchsreihe bei py 8,23. Abnahme nach 1 Stunde. I. 1,29 (132,92); 
Ll. 1,46 (300,66); II]. 2,256 (464,85); IV. 1,154 (570,66). 


Versuch 4. 69g Kaninchenleber + 200 cem destilliertes Wasser. Je 
100 com von der Suspension 1. zu 100 cem Lactatgemisch (m/5, py 4,58), 
2. zu 100 cem Boratgemisch (m/5, py 6,82). — Sonst wie im Versuch 3. 
Zahlen Milligramm P,O;. Gesamtphosphor: gefunden 1,32 (687,75). 

Anjangswert. 1. 0,97 (83,94); II. 1,05 (182,65); LIT. 1,82 (315,52); 
IV. 1,40, (486,79). 

Versuchsreihe bei py 4,58. — Abnahme nach | Stunde: I. 1,44 (124,40); 
L1. 1,09 (189,20); ILL. 1,94 (333,57); IV. 1,48 (511,91). Abnahme nach 
3 Stunden (30 ccm enteiweibt, auf 200 cem aufgefiillt). I. 1,57 (135,78); 
I]. 1,43 (247,95); LIT. 2,28 (394,93); IV. 1,52 (525,02). 

Versuchsreihe bei pg 6,82. Abnahme nach | Stunde: I. 1,54 (133,06); 
I]. 1.25 (216,76); ID]. 2,35 (406,47); IV. 1,48 (513,56). Abnahme nach 
$8 Stunden: I. 2.11 (182.81); IT. 1,58 (321,44); IIT. 2.53 (438,21); IV. 1,52 
(526,90). 


Versuch 5. 75g WKaninchenleber + 200 cem destilliertes Wasser. Je 
100 cem von der Suspension 1]. zu 100 cem Acetatgemisch (m/5, py 6,08), 
2. zu 100 cem Boratgemisch (m/5, pq 8,25). Sonst wie im Versuch 2 und 3. 
Zahlen Milligramm P,O,;. Gesamtphosphor: gefunden 1,81 (886,36) 

Antangswert. 1. 1,47 (119,52); IL. 1,62 (263,01); LIT. 2,10 (343,06); 
IV. 1,42 (553,82). 

Versuchsreihe bei py 6,08. Abnahme nach 3 Stunden: I. 1,79 (145,96); 
I]. 1,64 (263,33); LL. 1,65 (403,69); IV. 1,52 (594,27). 

Versuchsreihe bei py 8,25. Abnahme nach 3 Stunden: I. 1,99 (162,14); 
I. 1,86 (302,69); ILI. 1,70 (416,18); IV. 1,51 (591,44). 


Versuch 11. 90% Kaninchenleber 150 cem. 25 ccm Suspension 
mit kolloidalem Eisen enteiweiBt, auf 200 ccm aufgefiillt, davon 25 cem 
Quecksilberacetat behandelt. — In 75 cem wurden nach Bertrand 252 mg 
Glucose gefunden. — 75 cem Suspension wurden nach Schenck enteiweiBbt, 
mit Hefe vergoren, mit Sublimat und Quecksilberacetat behandelt, auf 
500 cem aufgefiillt (,,.Versuchslésung*). 

Nach der Hefebehandlung sind in 75 ccm Suspension noch 91 mg 
Glucose vorhanden. 

Phosphorbestimmung. (Zahlen Milligramm P,O,;. In den Klammern 
Werte fiir 75 cem Suspension.) I. (10 cem gefallt) 2,12 (106,0). 1. (25 cem 
in 4proz. HCl im Wasserbad, auf 50 cem aufgefiillt, davon 20 cem gefiallt) 
2,83 (141,66). III. (25 cem mit 2proz. HCl 6 Stunden bei 24% Atm., dann 
auf 100 cem aufgefiillt, davon 10 ccm gefallt) 0,98 (195,80). IV. (25 cem 
verascht, auf 100 ccm aufgefiillt, davon 10 cem gefallt) 1,05 (210,20). 


Versuch 12. 50g Kaninchenleber +- 80 ccm destilliertes Wasser. Wie 
oben behandelt. Zu 75 cem Suspension 450 mg Glucose. 
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75cem Suspension wie oben behandelt. Nach der Hefebehandlun 
noch 105mg Zucker vorhanden. 

Phosphorbestimmung. (Zahlen wie oben.) I. 2,59 (129,50); IT. 1,708 
(170.8); IIT. 2,32 (232,0); IV. 1,23 (246,6). 


Versuch 13. 65g Kaninchenleber 100 cem destilliertes Wasse: 
Wie oben behandelt. In 75 cem der Suspension 426 mg Glucose. 

75cem Suspension wie oben behandelt. Nach der Hefebehandlung 
13.44 mg Glucose. 

Phosphorbestimmung (Zahlen wie oben). I. 3,58 (229,06); IT. 3,96 
(253,57); III. 1.20 (307,2); LV. 1,25 (319,7). 


Versuch 14. 60g Kaninchenleber + 100 ccm destilliertes Wasse: 
Wie oben behandelt. In 50 cem der Suspension 376 mg Glucose. 

50 cem Suspension wie oben behandelt. Nach der Hefebehandlung 
noch 44,4 mg Glucose vorhanden. 

Phosphorbestimmung. (Werte in den Klammern auf 50cem Sus 
pension.) I. 1,97 (291,41); Il. 2,24 (330,93); IIT. 2,69 (398.1); IV. 1,35 
(399,30). 


Versuch 15. 43,5 g¢ Kaninchenleber + 80 ccm destilliertes Wasser. 
Wie oben behandelt. In 75 cem der Suspension 534 mg Glucose. 

In 75cem der Suspension nach der Hefebehandlung noch 150 mg 
Glucose. 

Phosphorbestimmung. (Werte in den Klammern auf 75 cem Suspension). 
J, 2,38 (238.5); IT. 1,44 (288,2); ITT. 1,56 (312,40); IV. 0,79, (319,8). 


Versuch 16. 42g Kaninchenleber + 80 ccm destilliertes Wasser. Wie 
oben behandelt. In 75 cem Suspension 378 mg Glucose. Nach der Hefe- 
behandlung in 75 cem Suspension 37,24 mg. 

Phosphorbestimmung (Zahlen wie oben). I. 2,30 (175,18); LL. 1,35 
(205,80,); III. 1,57 (238,12); IV. 1,72 (261,14). 


Versuch 17. 44g Kaninchenleber + 80 ccm destilliertes Wasser. Wie 
oben behandelt. In 75 cem Suspension 414,0 mg Glucose; nach der Ver 
garung 25,20 mg. 

Phosphorbestimmung (Zahlen wie oben). I. 2,25 (180,32); Il. 1,31 
(209,28); III. 1,54 (245,6); IV. 1,60 (267.28). 

Versuch 20. 66g Kaninchenleber + 100 ccm destilliertes Wasser. Wis 
oben behandelt. In 75 cem Suspension 366 mg Glucose; nach der Ver 
gairung keine Reduktion. 

Phosphorbestimmung (Zahlen wie oben). I. 1,59; (127,76); IT. 1,66, 
(133.36); III. 178,64; IV. 185,20. 


Versuch 21. 65 g Kaninchenleber + 100 ccm destilliertes Wasser. Wie 
oben behandelt. In 75 ccm Suspension 492 mg Glucose; nach der Ver 
girung keine Reduktion. 

Phosphorbestimmung (Zahlen wie oben). I. 1,57 (125,34); Ll. 1,64 
(130,88); TIT. 2,64 (210,88); IV. 1,45, (233,28). 
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Der Zustand des Chlorophylis in der lebenden Pflanze. 


Von 
Kurt Noack. 
(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Erlangen.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1927.) 


Der Chlorophylifarbstoff ist bekanntlich an besondere Organe des 
Protoplasmas, an die Chloroplasten, gebunden, die als lebende Zell- 
bestandteile organisiertes EiweiB besitzen, auBerdem regelmaBig Lipoide 
und neben dem Chlorophyll a und b mindestens zwei weitere Farbstoffe, 
das Carotin und Xanthophyll, fiihren'). Ein tieferer Einblick in den 
Bau des Chloroplasten ist bis jetzt nicht gewonnen worden; die allent- 
halben beschriebenen Inhomogenititen der Chloroplastenmiasse ge- 
statten keine allgemeine SchluBfolgerung, zumal nach den Literatur- 
angaben der wesentliche Bestandteil des normalen Chloroplasten im 
allgemeinen als optisch homogen betrachtet werden muB. Besonders 
wichtig ist im Hinblick auf die Photosynthese die Frage nach dem 
Zustand des Chlorophylls im lebenden Chlcroplasten. 


Hierbei sind folgende Tatsachen vornehmlich zu _beriicksichtigen: 


In manchen organischen Stoffen lést sich das Chlorophyll 
molekulardispers und zeigt dabei starke Rotfluoreszenz, waihrend es sich 
in Wasser kolloidal lést, ohne Fluoreszenz zu zeigen. Willsidtter und 
Stoll kamen nun, wie schon andere Autoren vor ihnen, auf Grund spektro- 
skopischer Vergleiche zwischen lebenden Blattern und verschiedenen 
Chlorophyllésungen zu dem SchluB, daB die Chloroplasten den Farbstoff 
in kolloidalem oder einem diesem sehr ahnlichen Zustande fiibren®). Zu 
dieser Folgerung wurden die beiden Forscher auBerdem durch das Ver- 
halten der Chloroplasten gegen die verschiedenen organischen Lésungs- 
mittel gedriingt. Demgegeniiber griff Stern*) die schon seit langem 


‘) R. Willstdtter und A. Stoll, Untersuchungen iiber d. Chlorophyll. 
Berlin 1913. 

*) Dieselben, ebendaselbst, 5. 61. 

8) K. Stern, Zeitschr. f. Botanik 18, 193, 1921. 
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bekannte Tatsache auf, daB das Chlorophyll im lebenden Blatte stark 
rot fluoresziert, und kam unter erginzender Heranziehung von Mode'| 
versuchen zu dem SchluB, dab der Farbstoff in den Lipoiden des Chloro 
plasten molekulardispers geliést ist, und zwar so, daB der Chloroplast 
ein Emulsionskolloid oder eine Emulsion von Chlorophyllipoid wid 
hydroider protoplasmatischer Grundsubstanz darstellt. Mit diese: 
Annahme glaubt Stern zugleich die hohe Empfindlichkeit des Ass 
milationsvorgangs gegen oberflachenaktive Stoffe erklaren zu kénnen 
Willstdtter') erhob gegen diese Auffassung unter Aufrechterhaltung 
seines alten Standpunkts mit aller Entschiedenheit Widerspruch wid 
bemerkt : 

,Befunde iiber das Verhalten des Chlorophylls im Blatte sprech: 
dafiir, daB sich das Pigment der Chloroplasten nicht frei, molekular gelést 
sondern, wenigstens in der Hauptmenge, in einem Adsorptionszustan« 
befindet, der sein Léslichkeitsverhalten entstellt.* 

Eine ahnliche Ansicht wird von Lubimenko*) vertreten, der eine 
Bindung, und zwar eine vermutlich chemische Bindung des Farbstoffs 
an EiweiB annimmt. Er erhielt aus Aspidistrablittern wisserige 
Chlorophyllausziige, in denen der Farbstoff mit Alkohol wie ein Eiweil 
kérper ausgefallt werden kann und die spektroskopisch mit dem 
Chlorophyll im lebenden Blatte iibereinstimmen. Nach Ansicht des 
Verfassers ist in dieser Untersuchung keine sichere Entscheidung 
gegeben, da auch die von Stern als wesentlich erachteten Chloroplasten 
lipoide mindestens zum Teil in die Ausziige tibergehen werden. Die 
Fluoreszenz hat Lubimenko nicht beriicksichtigt. Auch die ,,Eiweib 
Chlorophyllverbindungen“, die Eisler und Portheim*) durch Zusatz 
von Serum oder von wasserigen Pflanzenextrakten zu alkoholischen 
Blattausziigen erzeugt haben und deren Fluoreszenz sie betonen, sind 
zur Klarung der Frage nach dem Zustande des Farbstoffs im lebenden 
Blatte wegen ihres Lipoidgehalts nicht geeeignet. 

Von der funktionellen Seite ausgehend kam der Verfasser*) zur 
Ablehnung der Chlorophyllauflésung in den Chloroplastenlipoiden, un- 
geachtet der Fluoreszenz, die im lebenden wie im abgetéteten Blatte 
nachweisbar ist. Er zeigte, daB im Blatte, dessen Assimilationstatigkeit 
gehemmt worden war, wie auch in abgetéteten Blittern photooxydative 
Prozesse vor sich gehen, die den fluoreszierenden Zustand des Farbstoffs 
zur Voraussetzung haben, und fand weiterhin eine fast normale Photo 
oxydationsgréBe in Blattern, denen nach Trocknung die Lipoide mittels 


1) R. Willstdtter, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 55, 3601, 1922. An- 
merkung auf 8. 3604. 

2) V. Lubimenko, C. r. Acad. Se. Paris 178, 365, 1921. 

3) M. Eisler und L. Portheim, diese Zeitschr. 180, 497, 1922. 

4) Kurt Noack, Zeitschr. f. Bot. 17, 481, 1925. 
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Petrolatherextraktion unter Erhaltung des Chlorophyligehalts moglichst 
entzogen worden waren. 

Aus den mitgeteilten Befunden heben sich folgende Einzelheiten 
heraus: 1. Rotfluoreszenz im lebenden und im toten Blatte, die an sich 
der Annahme einer echten Chlorophyllésung im Chloroplasten giinstig 
ist, 2. die von Willstdtter mit guten Griinden gestiitzte Méglichkeit 
einer Bindung des Farbstoffs an andere hochmolekulare Stoffe. 

Im vorliegenden Bericht glaubt der Verfasser den experimentellen 
Nachweis einer irgendwie gearteten Bindung des Chlorophylls an 
ChloroplasteneiweiB zu liefern und mit der Fluoreszenz des lebenden 
Blattes in Einklang zu bringen. 


Allgemeine Methoden. 


Zunichst wurde versucht, fluoreszierende Chlorophylladsorptions- 
verbindungen im Modell herzustelen. Nachdem dies gelungen war, wurden 
die Chloroplasten selbst untersucht. 

Infolge der lichtzerstreuenden Wirkung der Nebenbestandteile des 
Versuchsmaterials war sichtbares Licht zur Feststellung der Rotfluoreszenz 
ungeeignet, so da die Untersuchungen teils makro-, teils mikroskopisch 
mit der Zeissschen Lumineszenzeinrichtung im ultravioletten Licht vor- 
genommen werden muBten. 


I. Modellversuche mit verschiedenen Adsorbentien. 
1. Versuche mit .,Aluminiumhydroxyd C™. 


Als brauchbarstes Adsorptionsmittel erwies sich .,.Aluminium- 
hydroxyd ©, das von Willstdtter zur Fermentreinigung verwandt 
worden ist und das nach der Methode von Willstdtter und Kraut') 
hergestellt wurde. 

Zunichst wurde eine kolioidale, also nicht fluoreszierende, wasserige 
Lésung von chemisch reinem Chlorophyll a + b mit feuchtem Alumi- 
niumhydroxyd € geschiittelt, wobei vollstandige Adsorption eintrat. 
Jedoch zeigte das durch Zentrifugieren abgeschiedene Praparat keine 
Rotfluoreszenz, auch nicht in diinnster Schicht unter dem Mikroskop. 
Auch nach Trocknen iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum war keine 
Rotfluoreszenz wahrzunehmen. Nach Zusatz von leichtsiedendem 
Petrolither war ebenfalls keine Fluoreszenz zu bemerken, wohl aber 
nach Zusatz yon héher siedendem, der das Auftreten roter Héfe um 
die einzelnen Aluminiumhydroxydteilchen verursachte. Der letzte 
Befund steht im Einklang mit der Léslichkeit des Chlorophylls, das sich 
in reinem Zustande nur in héher siedendem Petrolither lést und dabei 
zur Fluoreszenz kommt. Es sind also in dem beschriebenen Falle, wie zu 


1) R. Willstdtter und H. Kraut, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 56, 1117, 
1923. 
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erwarten stand, die kolloiden Farbstoffteilchen als solche von dem 
feuchten Aluminiumhydroxyd adsorbiert worden. 

Nicht anders war der Befund, als molekulardisperse Chlorophyl! 
lésungen in verschiedenen organischen Lésungsmitteln mit feuchtem 
Aluminiumhydroxyd geschiittelt wurden. Es wurde z. B. eine durch 
Zusatz von wenig Methylalkohol in leichtsiedendem Petrolither her 
gestellte, stark fluoreszierende Farbstofflésung mit dem Adsorbens 
geschiittelt Bei allen angewandten Farbstoffkonzentrationen trat 
vollstandige Adsorption ein; auch hier zeigte sich nach Entfernung 
des Lésungsmittels im Vakuum keine Spur einer Rotfluoreszenz. Der 
Farbstoff hatte also bei der Adsorption entweder seinen molekular- 
dispersen Zustand verloren oder hat, was ebenfalls denkbar wire 
infolge der adsorptiven Bindung die Fluoreszenzfahigkeit ohne Anderung 
des molekulardispersen Zustandes eingebiiBt. Im ersten, niherliegenden 
Falle war an die Mitwirkung des im Aluminiumhydroxyd vorhandenen 
Wassers zu denken, das eine Vereinigung der Farbstoffmolekiile zu 
Kolloidteilchen zur Folge haben konnte. 

Bei den weiteren Versuchen wurde daher Wasser ausgeschlossen 
Willstatter und Kraut haben eine Trocknungsmethode fiir Tonerdegele 
zwecks Bestimmung ihres Wassergehalts angegeben, die fiir vorliegenden 
Zweck, wie der Erfolg zeigte, vereinfacht werden konnte. Das feuchte 
Aluminiumhydroxyd C wurde wihrend einiger Tage mit gewéhnlichem 
und wasserfreiem Aceton, hierauf mit wasserfreiem Ather behandelt 
und im Vakuumexsikkator tiber Phosphorpentoxyd von organischer 
Fliissigkeit befreit. Das Priparat, das im kurzwelligen Lichte weib- 
blaue Fluoreszenz zeigte, wurde fein zerrieben und mit petrolitherischer 
Chlorophyllésung (0.5 mg Chlorophyll auf 15 cem Petrolather mit etwas 
Methylalkohol) geschiittelt. Schon bei kurzem Schiitteln trat véllige 
Adsorption ein, obwohl organisches Lésungsmittel vorlag. Nachdem 
dieses durch zweitagiges Evakuieren des dunkelgriinen Sediments 
wohl restlos entfernt worden war, zeigte das Praparat im Lumineszenz- 
mikroskop leuchtende Rotfluoreszenz; diese ist auch jetzt, d. h. an den 
in Glas mit KorkverschluB ohne VorsichtsmaBregeln 10 Monate lang 
aufbewahrten Praparaten, noch in der urspriinglichen Starke vorhanden. 
Wasserzusatz bewirkte keine wesentliche Schwichung der Fluoreszenz. 

Selbstverstandlich muBte auf vollstandige Abwesenhei. von 
Fetten und Lipoiden Bedacht genommen werden; der angewandte 
Petrolather und Methylalkohol war in dieser Hinsicht einwandfrei, 
wie sich daraus ergab, daB der Verdampfungsriickstand der Farbstoff- 
lésung auch in diinnster Schicht keine Spur von Fluoreszenz zeigte. 
Nebenbei sei bemerkt, da8 das kristallinische Chlorophyllausgangs- 
material auch nach starkster Zerkleinerung ebenfalls véllig fluoreszenz- 


frei war. 
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Keines der anderen untersuchten, in trockenem Zustande an 
gewandten Adsorptionsmittel ergab Praparate, deren Fluoreszenz 
starke dem genannten Tonerdeadsorbat gleichgekommen ware. Z. B 
iieB sich der Farbstoff aus petrolitherischer Lésung quantitativ an 
Kaolin adsorbieren; der adsorbierte Farbstoff zeigte nur schwache, 
wenn auch deutliche Rotfluoreszenz, die nach Wasserzusatz nicht 
ibnahm; héchstens spurenweise Fluoreszenz war an Aluminium. 
oxydadsorbaten zu sehen. Die Untersuchung war hier dadurch er- 
schwert, daB das Aluminiumoxyd trotz feinster Verteilung nur wenig 
Farbstoff aus petrolatherischer Lésung aufnahm und seinerseits gelbrot 
fluoreszierte. 

2. Versuche mit EiweiBkorpern. 

Durch die Versuche mit Aluminiumhydroxyd C ist erwiesen, dal 
die Fluoreszenz des Chlorophylls im lebenden Blatte mit der Annahme 
einer adsorptiven Bindung nicht im prinzipiellen Widerspruch steht 
Es war daher im weiteren der Nachweis der Fluoreszenz des Chlorophylls 
nach Adsorption an EiweiBbkérper zu versuchen, d.h. an die Stoffe. 
die im Blatte in erster Linie fiir die Farbstoffbindung in Frage kommen 

Am niichstliegenden ware es, solche Versuche mit genuinem 
ChloroplastenciweiB anzustellen; jedoch sind die bisherigen Be- 
mithungen nicht nach Wunsch ausgefallen. Daher wurde zunichst 
versucht, die Beziehungen, die zwischen Chlorophyll und Blutfarbstoff 
hestehen, in dem Sinne zu erweitern, daB vielleicht das Globin, die 
KiweiBkomponente des Blutfarbstoffs, als Adsorptionsmittel fiir das 
Chlorophyll geeignet ware. 

Freilich steht die Art der Bindung des Hamochromogens an das Globin 
noch nicht fest. .Wadinaveitia'), ein Schiller Wilistdtters, wie auch Will 
stdtter und Stoll?) halten das Himoglobin fiir eine kolloide Adsorptions 
verbindung, wahrend Fischer und Schneller*) aut Grund der zahlenmaéBigen 
Konstanz der beiden Komponenten im Hamoglobin eine Molekiilverbindung 
erblicken. Roche*) verneint das Vorliegen einer Salzverbindung, d. h. einer 
echten chemischen Bindung zwischen Globin und prostethischer Gruppe. 


Das Globin wurde aus Hamoglobin Merck nach der Pyridin- 
Acetonmethode gemai® Kiyotaki®) hergestellt und, was fiir den vor- 
liegenden Zweck wnumgiinglich war, durch mehrtagige Behandlung 
mit Lipoidsolventien lipoidfrei gemacht. Das trockene Praparat (0,1 g) 
nahm aus petrolitherischer Chlorophyllésung (0.5 oder 1 mg in 20 cem) 


1) 4. Madinaveitia, Zur Kenntnis der Katalase. Diss., Ziirich 1912. 

2) R. Willstdtter und A. Stoll, Ann. d. Chem. 416, 21, 1915. 

*) Hans Fischer und K. Schneller, Zeitschr. f. physiol. Chem. 128, 230, 
1923. 

4) J. Roche, C. r. Soc. Biol. 94, 463, 1926. 

5) U. Kiyotaki, diese Zeitschr. 184, 322, 1922. 
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etwa 90 Proz. des Farbstoffs auf. Das Adsorbat zeigte nach Entfern 
des Lésungsmittels tatsichlich Rotfluoreszenz, jedoch in wei! 
schwacherem MaBe als die Aluminiumhydroxyd-C-Praparate; nur |; 
sehr diimner Schicht war im Mikroskop dunkelrote Fluoreszenz 
erkennen, die in chlorophyllfreien Kontrollen nicht vorhanden wa: 
Immerhin ist bemerkenswert, daB keiner der anderen untersucht«: 
EiweiBkérper Verhaltnisse wie das Globin zeigte. Untersucht wurde) 
Albumin, Casein, Legumin, Hordenin, Clupeinsulfat!) nach griindlich«: 
Vorbehandlung mit Lipoidsolvenzien. Diese EiweiBkérper adsorbierte: 
den Farbstoff aus petrolatherischer Lésung annahernd gleich star! 
jedoch nur in geringem Mafe; eine Rotfluoreszenz war nirgends nac! 
zuweisen, héchstens das Hordeninadsorbat zeigte schwache dunkelrot: 
Fluoreszenz. Auch mit Pepton, das ganz gut adsorbierte, wurden kein 
Resultate erhalten. Nebenbei wurde Tristearin mit petrolitherische, 
Chlorophyllésung geschiittelt. Trotz geringster Adsorption zeigte sic! 
nach Entfernen des Petrolithers starke hellrote Fluoreszenz. die an 
haltend war. Es handelt sich hier wohl um Farbstoffauflésung im Tri 
stearin, dessen auBere Schichten durch den Petrolather voriibergehend 
gelést worden waren, so dab eine molekulardisperse Auflésung de> 
Chlorophylls in dem Tristearin-Petrolithergemisch erfolgte und nach 
Entfernung des Petrolithers erhalten blieb. Abhnliches hat schon 
Reinke), allerdings mit unreinem Chlorophyll, an festem Paraffin 
nachgewiesen. 

Aus den obigen Ausfiihrungen erhellt, daB zur Herstellung fluo- 
reszierender Chlorophylladsorbate Abwesenheit’ von Wasser unter den 
gegebenen Verhaltnissen Vorbedingung war. Immerhin mégen noch 
einige Versuche in Gegenwart von Wasser mitgeteilt werden: Aluminium 
oxyd, Kaolin, Talk, Kieselgur, ebenso Pepton adsorbierten den Farbstoft 
aus kolloidaler, wasseriger Lésung nicht, ebensowenig Pepton, wahrend 
Globin schwache Adsorption ohne Fluoreszenz der Partikel ergah 
Andererseits adsorbierte, wie schon friiher erwihnt, feuchtes Aluminium. 
hydroxyd C kolloidales Chlorophyll ebenfalls ohne Fluoreszenz, abet 
so stark, daB Zusatz von Methylalkohol bis zu 65 Proz. keine Elution 
zur Folge hatte und nicht zur Aufspaltung der adsorbierten Kolloid 
teilchen in fluoreszierende Molekiile ausreichte. 


Um eine Oberflichenvergré8erung des Adsorbens zu erreichen 
wurde unter anderem mit Pepton ein Versuch derart angestellt, dal 
dieses in Gegenwart des Farbstoffs aus seiner Lésung abgeschieden 


') Die EiweiBkérper verdankte der Verfasser zum Teil der Liebens- 
wirdigkeit der Herren Bergmann-Dresden und Waldschmidt-Leitz-Miinchen, 
wofiir auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. 

2) J. Reinke, Ber. d. Deutsch. Botan. Ges. 1, 395, 1883; 2, 265, 1884. 
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wurde. So wurde eine wasserige Peptonlésung mit einer molekular 
dispersen Aceton-Chlorophyllésung versetzt. Es entstand eine sehr 
feine, stark griin gefarbte Ausflockung, die nach mehrmaligem, raschem 
Waschen mit Wasser und Entfernen des Acetons durch Evakuieren 
bei 35° ganz schwache Rotfluoreszenz zeigte. 

Eine spektroskopische Charakterisierung des Fluoreszenzlichts 
wurde in keinem Falle vorgenommen, da eine Stérung der Resultate 
durch Rotfluoreszenz der angewandten Adsorbentien in den positiven 
Fallen nicht zu befiirchten war, wie sich dies auch aus den folgenden 
Versuchen ergibt. Die meisten der angewandten Stoffe zeigten fahl- 
blaue Fluoreszenz 


3. Versuche mit Chlorophyll- Rohextrakten. 


Zu den folgenden Versuchen wurden an Stelle reinen Chlorophylls 
Methylalkohol- und Acetonextrakte aus Blattern angewandt; sie sind 
insofern von Interesse, als hier infolge der Anwesenheit von Lipoiden 
von vornherein mit anderen Resultaten zu rechnen war, die zugleich 
zur Kontrolle der Hauptversuche dienen konnten. 

Methylalkoholische Extrakte aus Selaginellapflanzen wurden zur 
Halfte mit Wasser verdiinnt und mit Kaolin geschiittelt; nach Waschen 
des ziemlich stark griin gefarbten Adsorbats zeigten die Kaolinteilchen 
im Lumineszenzmikroskop sehr starke Rotfluoreszenz, die in keinem 
Verhiltnis stand zu der schwachen Rotfluoreszenz reinen, an Kaolin 
unter Wasserauschlu8 adsorbierten Chlorophylls. Bei Anwendung 
von Acetonextrakten war die Rotfluoreszenz des Kaolins, entsprechend 
der in Aceton geringeren Léslichkeit der Lipoide, deutlich schwacher. 

Auch bei EingieBen von methylalkoholischen Blattextrakten in 
wiasserige Casein- oder Peptonlésungen lieBen sich deutlich fluores- 
zierende, griine Ausfallungen erzielen. 

Kolloidale Farbstofflésungen, die aus den alkoholischen Roh- 
extrakten hergestellt waren, ergaben beim Schiitteln mit Kaolin oder 
Aluminiumhydroxyd C ebenfalls schwache Rotfluoreszenz im Mikroskop. 
Wurde Aluminiumhydroxyd C zunichst mit Lecithin beladen, so 
zeigten die durch Schiitteln mit kolloidaler Rohchlorophyllésung er- 
zielten Adsorbate weit starkere Fluoreszenz als ohne Lecithinvor- 
behandlung. 

Die mitgeteilten Befunde zeigen also im Prinzip die Méglichkeit, 
die Tatsache der Rotfluoreszenz des Chlorophylls im lebenden Chloro- 
plasten von der dieserhalb aufgestellten Behauptung einer molekular- 
dispersen Auflésung des Farbstoffs in den Chloroplastenlipoiden ab- 
zutrennen, da es gelang, Chlorophylladsorbate an feste Substanzen her- 
zustellen, so daB dabei die Rotfluoreszenz des Farbstoffs zwm deutlichsten 
Ausdruck kommt und damit eine Adsorption des Chlorophylis in mono- 
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molekularer Schicht anzunehmen ist, wie eine solche von Paneth*) wna 
van der Grinten*) fiir die Adsorptionsweise anderer Farbstoffe erwiesen 
wurde. Die Tatsache der Fluoreszenzfihigkeit adsorbierter Farbstoff 
in trockenem Zustande, die sich auch beim Reinchlorophyll in festeim 
Zustande nicht findet, ist schon von Kautsky*) festgestellt, der Echt 
sdureeosin, Rhodamin und andere an kristallinische Silictumverbindungen 
adsorbieren lie} und an diesen Adsorbaten die fiir den betreffenden 
Farbstoff typische Fluoreszenz erhalten fand. 


Il. Versuche mit Chloroplasten. 


Im folgenden wird gezeigt, daB an den Chloroplasten selbst E: 
scheinungen gefaBt werden kénnen, die mit einer Adsorption des Chloro 
phylls an Bestandteile des Chloroplasten, und zwar an dessen Eiweil 
in Einklang stehen. Zunachst wurde eine schonende Isolierung der 
Chloroplastenmasse versucht. Es war anzunehmen, daB die chemisch 
physikalische Beschaffenheit der Chloroplasten nicht allzu stark ver 
andert wird, wenn die Isolierung ohne Anwendung organischer Lésungs- 
mittel, die sowohl lipoidlésend als auch eluierend wirken, vorgenommen 
werden kénnte. Deshalb wurde eine Extraktion mit Wasser bei Zimmer 
temperatur folgendermaBen vorgenommen: 

Die Blatter (etwa 10 bis 20 g Frischgewicht) wurden mit Calcium 
carbonatzusatz im Porzellanmérser unter Zugabe von wenig Wasse1 
fein zerrieben. Das Reibgemisch wurde in etwa 50 ccm Wasser auf- 
genommen und zunichst bei hoher Tourenzabl kurz vorzentrifugiert 
wodurch Zellwandbruchstiicke, Kristalle und das zugesetzte Calcium. 
carbonat abgeschieden wurden. Die meist undurchsichtig griin gefirbte 
Fliissigkeit wurde hierauf filtriert, wobei auBer dem letzten Rest von 
festen Bestandteilen nur kleine Spuren der griinen Substanz auf dem 
Filter zuriickblieben. Selbst durch Hartfilter ging die gesamte griine 
Substanz hindurch, wurde aber im Gegensatz zu kolloidalem, reinem 
Chlorophyll von den ,,feinen“ Membranfiltern nach Zsigmondy zuriick 
gehalten, soweit die Lésung nicht stark verdiinnt wurde; in diesem 
Falle ging ein kleiner Teil des Farbstoffs, vielleicht als Abspaltungs- 
produkt, durch das Feinfilter hindurch. Die durch Weichfilter filtrierte 
Lésung wurde nochmals kurz vorzentrifugiert und nach Dekantieren 
bei hoher Tourenzahl 1., Stunde oder linger scharf zentrifugiert. Hierbei 
setzte sich bei allen Pflanzen ein dunkelgriines, schmieriges Sediment 
ab, das, mit Olimmersion untersucht, nur feinste griine, in farbloser 
Fliissigkeit suspendierte, runde Teilchen zeigte, die weit kleiner als 


1) Fr. Paneth, Zeitschr. f. Elektrochem. 28, 113, 1922. 
2) K. van der Grinten, Journ. chim. phys. 28, 209, 1926. 
8) H. Kautsky, Zeitschr. f. physikal. Chem. 120, 230, 1926. 
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die Chloroplasten waren. Die iiberstehende Fliissigkeit war je nach 
Pflanzenart und Dauer des Zentrifugierens noch mehr oder weniger 
grim oder auch nur briunlich gefarbt 
Die vom Reibgemisch abfiltrierte Lésung zeigte bei Bestrahlung 
mit ultraviolettem Lichte im Reagenzglas starke Rotfluoreszenz. Noch 
hedeutend stairker war die Rotfluoreszenz des Sediments, besonders 
wenn es mittels Quarzobjekttrigers auf den Quarzkondensor det 
Lumineszenzeinrichtung gebracht wurde. Obwohl das Sediment so 
konsistent war, daB es beim Umkehren der Zentrifugengliser nicht 
ausfloB, lieB es sich bei kurzem Schiitteln mit Wasser leicht in auf- 
fallend klare Lésung bringen, die im sichtbaren Lichte starkes Tyndall- 
phanomen und im ultravioletten Lichte ebenfalls starke Rotfluoreszenz 
zeigte. Neuerliches scharfes Zentrifugieren bewirkte wiederum Ab 
scheidung der gefirbten Substanz unter Erhaltung der Fluoreszenz, 
die itibrigens auch beim Eintrocknen des Sediments zu Lamellen im 
Vakuumexsikkator iiber Phosphorpentoxyd erhalten blieb Die 
chemische Struktur des Chlorophylls wird durch diese Behandlung 
nicht verandert, wie der normale Ausfall der Lactam- und der Basizitits- 
probe zeigte. Eintrocknung bei 70° bewirkte dagegen Phytolabspaltung 
Selbstverstaindlich waren auch die Carotinoide im Sediment vorhanden 
Es kann ohne weiteres angenommen werden, daB diese Sedimente 
der Hauptmasse nach aus Bestandteilen der Chloroplasten bestehen. 
Unter der Voraussetzung einer adsorptiven Bindung des Chloro- 
phylls an das ChloroplasteneiweiB wurde nun versucht, die Rot- 
fluoreszenz der aus den gereinigten Sedimenten hergestellten wasserigen 
Lésungen durch solche Mittel zu beeinflussen, die Eiweifdenaturierung 
zur Folge haben. Die ersten Untersuchungen, in denen die Sediment- 
lésungen einige Minuten im Reagenzglas gekocht worden waren, er- 
gaben keine Anderung der Fluoreszenz. Jedoch war daran zu denken, 
daB die Erhitzung auBer der EiweiBdenaturierung eine Auflésung des 
etwa vom EiweiB abgetrennten Chlorophylls in den Lipoiden zur Folge 
haben kénnte. Deshalb wurde die Erhitzungsdauer méglichst abgekiirzt. 
Zu dem Zwecke wurden die frischen Sedimentlésungen in diinnwandige, 
gleichmaéBig ausgezogene Kapillaren von 15 em Lange gebracht, deren Enden 
zugeschmolzen wurden. Die Kapillaren wurden hierauf verschieden lange 
Zeit in kochendes Wasser gestellt und zugleich mit nicht erhitzten Kon- 
trollen auf dem Kondensor der Lumineszenzeinrichtung auf Fluoreszenz- 
helligkeit gepriift. Frische Sedimente zeigten, auf diese Weise untersucht, 
makroskopisch leuchtend rote Fluoreszenz im Lichtkegel des Kondensors. 


Die im folgenden angefiihrten Resultate wurden bei allen unter- 
suchten Pflanzen gleichermaBen erhalten. Zur Verwendung kamen 
hauptsachlich Spinat- und Aspidistrablitter, aus spiter anzufiihrenden 
Griinden, ferner Grasblitter, Selaginellapflanzen und andere. 
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Wurden die Sedimente 1 bis 30 Sekunden auf 100° erhitzt, so wa: 
die Fluoreszenz vollstiindig oder nahezu vollstandig vernichtet. Bei 
langerem Erhitzen (60 Sekunden und mehr) begann die Fluoreszenz 
wieder aufzutreten bzw. deutlich starker zu werden, so daB nach 3 bis 
4 Minuten langem Erhitzen die urspriingliche Starke wieder erreicht war 

Um die Méglichkeit auszuschlieBen, daB das Verschwinden der 
Fluoreszenz auf einer optischen Tauschung beruht, die unter anderem 
dadurch verursacht sein konnte, daB das koagulierte Eiwei8 mit seiner 
blaulichweiBen Fluoreszenz lediglich eine vorhandene Rotfluoreszenz 
itiberdeckte, wurden kurz erhitzte Lésungen mit frischen in verschiedenen 
Verhaltnissen gemischt. Auch wenn die Menge des erhitzten Anteils 
sechsmal gréBer war als die des frischen, war die Fluoreszenz des frischen 
Anteils noch deutlich zu sehen. Optische Taiuschung lag a!so nicht vor, 
was sich tibrigens auch aus dem Wiederauftreten der Fluoreszenz bei 
langerer Erhitzung ergibt. 


a) Das Verschwinden der Fluoreszenz und seine Ursache. 

Wenn nun die so bewirkte Fluoreszenzvernichtung eine Folge 
der EiweiBkoagulation darstellt, so muBten die fiir beide Prozesse 
hinreichenden Minimaltemperaturen iibereinstimmen. Ein _solcher 
Versuch wurde mit Sedimentlésungen aus Spinatblittern bei einer 
jeweiligen Erhitzungsdauer von 30 Sekunden vorgenommen: 


90, 85, 75° . . . . . . . keine Fluoreszenz 

70°... 1... ee ee 6 8Chwache Rotfluoreszenz 
65°... . . . . . . . . leuchtend rote Fluoreszenz 
nicht erhitzte . . . . . . leuchtend rote Fluoreszenz 


Der physiologische Zustand des Blattes spielte keine groBe Rolle. 
Spinatblatter, die 24 Stunden bei 37° gehalten worden waren, ergaben 
dieselben Resultate, ebenso Blatter, die halbwelk zur Untersuchung 
kamen. Andererseits lieferten Spinatblatter, die 14 Tage im Exsikkator 
gelegen waren, ein sich rasch absetzendes Sediment, das nur schwach 
fluoreszierte, obwohl nach der Lactam- und Basizititsprobe normales 
Chlorophyll vorhanden war. Somit waren hier Umlagerungen im 
Chloroplasten vor sich gegangen. 

Soweit das Verschwinden der Fluoreszenz auf Erhitzen in Frage 
steht, ergibt sich also, daB die hierzu nétige Minimaltemperatur mit 
der fiir EiweiBdenaturierung anzuwendenden zusammenfallt. Daraus 
muB der SchluB gezogen werden, daB das Chlorophyll auf Grund der 
EiweiBkoagulation in den kolloidalen, nicht fluoreszierenden Zustand 
iibergeht und mithin normalerweise an das Chloroplasteneiweib 
adsorptiv oder in einer anderen lockeren Weise in monomolekularer 
Schicht gebunden ist. 
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Uber die Einzelvorginge dieser Erscheinung kann nichts aus- 
gesagt werden. Da nach Freund und Lustig!) die EiweiBkoagulation 
it Wasseraufnahme verbunden ist, wire es méglich, daB damit die 
hildung kolloidaler Farbstoffteilchen erleichtert wird, nachdem durch 
lie mit der Erhitzung verbundene Strukturanderung des Substrats die 
Kindung des Farbstoffs an dieses aufgehoben worden ist. Eine neuerliche 
\dsorption des Farbstoffkolloids an das denaturierte Eiwei ist damit 
nicht ausgeschlossen. Zusatz von | bis 5 Proz. Kochsalz zu den frischen 
sedimentlésungen hatte eine Herabsetzung der fiir Fluoreszenzver- 
nichtung nétigen Minimaltemperatur um 2 bis 3° zur Folge. Unter 
(:leichsetzung von Fluoreszenzvernichtung mit EiweiBkoagulation steht 
dies im Gegensatz zu den Ergebnissen der eben genannten Autoren, die, 
wie auch schon andere, durch Salzzusatz eine Erhéhung des Hitze- 
koagulationspunkts erhielten. Zusatz von 0,35 bis 3,5 Proz. Form. 
iidehyd hatte ebenfalls eine ganz schwache Herabsetzung der Minimal. 
temperatur fiir Fluoreszenzvernichtung zur Folge, was hier insofern 
bemerkenswert ist, als nach zahlreichen Feststellungen [z. B. Blum?*)] 
KiweiB nach Formaldehydzusatz beim Kochen nicht mehr koaguliert. 
Unter der obigen Voraussetzung wiirde dies besagen, daB die Erhitzung 
einer mit Formaldehyd versetzten Eiweiblésung auch bei fehlender 
Koagulation irgendwelche Zustandsinderungen hervorruft, wie ja 
auch Hardy*) u. a. betonen, daB Denaturierung und Flo¢kung bei 
Hitzegerinnung zwei verschiedene Prozesse sind. Diesen Fragen ist 
hier nicht weiter nachgegangen worden. 


Wenn also eine lockere Bindung des Chlorophylls an das Chloro- 
plasteneiweiB als wahrscheinlich erachtet werden darf, so mu die 
Fluoreszenz des Farbstoffs erhalten bleiben, wenn das Chloroplasten- 
eiweiB der Sedimentlésungen durch fillende Mittel ausgeflockt wird. 
Mit Bleiacetat und Ammoniumsulfat lieB sich eine vollstandige Aus- 
flockung der’ griinen Substanz aus Sedimentlésungen erzielen. Der 
Niederschlag zeigte in allen Fallen starke Rotfluoreszenz und verlor 
diese nach 1 Sekunde langer Erhitzung auf 100°. Dieser Befund steht 
damit in Einklang. daB die genannten Stoffe das Eiwei8 wohl aussalzen, 
jedoch nur langsam denaturieren. Auch bei den Ammonsalzaus- 
flockungen lag die fiir Fluoreszenzvernichtung nétige Minimaltemperatur 
tiefer als bei den frischen Sedimentlésungen; 30 Sekunden langes Er- 
hitzen auf 65° bewirkte schon deutliche Fluoreszenzabschwachung. 
Die Salzausflockungen halten den Farbstoff sehr fest; 50proz. Athyl- 
alkohol oder Methylalkohol liste nur sehr wenig Farbstoff heraus 


') E. Freund und B. Lustig, diese Zeitschr. 167, 355, 1926. 
2) F. Blum, Zeitschr. f. physiol. Chem. 22, 127, 1896. 
3) W. B. Hardy, Journ. of Physiol. 24, 158, 288, 1899. 
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Nach Schiitteln der Salzniederschlige mit Wasser lésten sich di 
wieder kolloidal auf. 

Um eine ungefahre Charakterisierung der in Frage stehende, 
EiweiBkérper zu erméglichen, wurden in den aus Spinat erhaltenc), 
Sedimentlésungen die Fallungsgrenzen in Ammonsulfat nach dem 
von Kestner') angegebenen Verfahren bestimmt. Die Fallungsgrenzen 
waren 2,8 und 1,9. Der EiweiBkérper ist also leichter als die Globulin: 
aussalzbar. 

Uber die EiweiBkérper der Spinatblatter liegen wertvolle Unte: 
suchungen von Osborne und Wakeman?) vor, aus denen manche indirekt: 
Bestatigung der hier vorgetragenen Ansichten herausgelesen werden kann 
Die Verfasser stellten ebenfalls wasserige Extrakte her, aus denen sie durc! 
Alkoholzusatz einen dunkelgriinen Niederschlag in zwei Fraktionen e1 
hielten. Nach Farbstoffextraktion mittels Alkohols und Athers hinterblieb 
eine halbfeste, fettige Masse, die etwa 14 Proz. Stickstoff, bezogen auf das 
aschefreie Produkt, enthielt. Die Verfasser betonen die geringe Léslichkeit 
ihres ersten Prizipitats, das im Gegensatz zu den meisten anderen Protein 
arten bei Zimmertemperatur in (0,2- bis 0,3proz. Natronlauge sich nur zum 
kleinsten Teil léste und erst durch kochende alkoholische, 0,2- bis 0,3 proz. 
Natronlauge in Lésung gebracht wurde. Das zweite Prazipitat verhielt sich 
dagegen wie ein gewoéhnliches Protein. Aus der alkoholischen Lésung 
konnte der erste EiweiBkérper durch Neutralisieren wieder ausgefillt 
werden, so daB der neue Niederschlag in schwachem Alkali jetzt leicht léslich 
war. Die Verfasser vermuten daher, daB dieses Protein urspriinglich mit 
anderen Stoffen verbunden war und erst durch Alkalihydrolyse frei ge- 
macht wurde. Da auBerdem bei der ersten Fallung mit Alkohol der gréBte 
Teil des Chlorophylls, der Phosphatide usw. in Lésung ging, halten sie es 
fiir méglich, daB in den Blattzellen die genannten Stoffe und vielleicht noch 
andere ,,in chemical union as a complex‘‘ vorhanden sind, der sehr empfind- 
lich gegen Alkohol ist. 

Ferner ist hier auf die Untersuchungen von Lubimenko*) hinzuweisen, 
der sich bemiihte, zu spektroskopischen Untersuchungen wisserige Chloro- 
phyllextrakte aus frischen Blattern zu erhalten und hierzu nur Aspidistra- 
blatter geeignet fand, da die Extrakte aus anderen Pflanzen mehr oder 
weniger rasch koagulierten. Der Verfasser unterlieB also das Abzentrifugieren 
und Wiederaufnehmen in reinem Wasser, womit er bei den meisten Pflanzen 
brauchbare Lésungen erhalten hatte. Auch Lubimenko vermutet auf Grund 
der Fillbarkeit der griinen Substanz durch wenig Alkohol, daB es sich um 
eine Bindung zwischen EiweiB und Chlorophyll handelt, und glaubt, da8 
diese chemischer Art ist. Die Fluoreszenz hat Lubimenko nicht beriicksichtigt. 


Dieser Angaben wegen untersuchte der Verfasser das Verhalten 
der aus Aspidistra erhaltenen Lésungen etwas genauer. Die mittels 
der weiter oben beschriebenen Methode erhaltenen Lésungen fluo- 
reszierten im ultravioletten Lichte stark rot. Durch stundenlanges, 
scharfes Zentrifugieren wurde reichlich dunkelgriines, stark rot fluo- 





1) O. Kestner, Chemie der Eiwei8kérper, 8.178. Braunschweig 1925. 
2) Th. Osborne und A. Wakeman, Journ. of biol. Chem. 42, 1, 1920. 
8) V. Lubimenko, C. r. Acad. Se. Paris 173, 365, 1921. 
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reszierendes Sediment abgeschieden; wahrend des manchmal unter- 
brochenen Zentrifugierens nahm die Fluoreszenz der tiberstehenden 
Flissigkeit allmahlich bis auf Null ab, obwohl diese stark griin gefirbt 
blieb und mit Bleiacetat vollstandige Ausfaillung der griinen Substanz 
ergab, die ebenfalls nicht fluoreszierte. Die anderen hier untersuchten 
Pflanzen verhielten sich insofern anders, als ihr Farbstoff bei langem 
Zentrifugieren vollstandig sedimentiert wurde, so daB die tiberstehende 
Flissigkeit nur braungelb gefiirbt war. Dies spricht dafiir, daB in 
wasserigen Extrakten von Aspidistra neben dem an Eiweif gebundenen 
und daher leichter sedimentierbaren Chlorophyll kolloidal geléstes und 
daher nicht ohne weiteres sedimentierbares vorhanden ist. Ob hier 
eine sekundare Abspaltung vorliegt oder ob schon im lebenden Aspidistra- 
blatt kolloidales Chlorophyll vorhanden ist, entzieht sich vorlaufig 
der Entscheidung. Vielleicht hang} das Sonderverhalten der Aspidistra- 
extrakte damit zusammen, dab, wie der Verfasser regelmaBig beob- 
achtete, die Chloroplasten als solche sehr leicht aus dem Gewebeverband 
befreit werden kénnen; unter dem Mikroskop sieht man bei leichtem 
Druck auf Blattquerschnitte ganze Wolken von scharf konturierten 
Chloroplasten in das umgebende Wasser strémen. 


b) Das Wiederauftreten der Fluoreszenz bei langerem Erhitzen. 


Es ist nun das Wiederauftreten der Fluoreszenz bei langerer Er- 
hitzung der Sedimentlésungen zu besprechen. Hier handelt es sich 
offenbar um eine Auflésung des vom Eiwei8 zuniichst abgespaltenen 
Chlorophylls in den Chloroplastenlipoiden, die durch die Erwarmung 
der Chlorophyllaufnahme leichter zuginglich geworden sind. Bekannt 
ist, daB lipoide ChlorophylJésungen stark fluoreszieren. Es soll dahin- 
gestellt bleiben, ob die betreffenden Lipoide ira Sinne von Osborne 
und Wakeman (l.c.) durch die Erhitzung vom Eiweib abgespalten 
werden, oder ob sie, was dem Verfasser wahrscheinlicher vorkommt, 
wenigstens zum Teil im lebenden Blatte frei vorhanden sind. Betreffs 
der Méglichkeit der Chlorophylliiberfiihrung in die Lipoide ist auf die 
Erfahrungen von Willstdter und Stoll (1913, 8.61, 1. c.) hinzuweisen, 
die eine leichtere Extrahierbarkeit des Farbstoffs nach Abbriihen der 
Blatter feststellten; sie bemerken: 

,,Das Chlorophyll ist aus seinem kolloidalen Zustand in die Form einer 
wirklichen Lésung iibergegangen, néimlich gelést in seimen, infolge der 
Temperaturerhéhung verfliissigten, wachsartigen Begleitstoffen.“ 

Wie friiher erwahnt, hat sich Wiéillstdtter spaterhin fiir einen Ad- 
sorptionszustand im lebenden Blatte entschieden, ohne sich tiber die 
Frage der kolloidalen oder molekulardispersen Verteilung dabei zu 
auBern. 
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Aus kolloidalen, wisserigen Lésungen reinen Chlorophylls laBt si 
wie Willstdtter und Stoll fanden, der Farbstoff nur nach Kochsalzzusat, 
ausithern. Im Gegensatz hierzu geht der Farbstoff aus den hier unte: 
suchten Sedimentlésungen nach kurzem Schiitteln ohne weiteres in 
Ather iiber; hierbei ist an die von Osborne und Wakeman (Il. ¢.) beo! 
achtete Lipoidabspaltung bei Lipoidproteiden durch Atherbebandluny 
zu denken. Es wurden daher atherische Extrakte aus den Sediment 
lésungen auf dem Quarzobjekttrager eingedampft. Der dunkelgriin: 
fettige Riickstand zeigte in diinnster Schicht starke Rotfluoreszenz 
die bei kurzem Erhitzen auf 100° nicht verschwand. Es kann sich 
demnach nur um eine durch den Atherzusatz bedingte Lésung des 
Farbstoffs in Lipoiden handeln. 


Wurden Atherausziige aus Sedimentlésungen mittels methy! 
alkoholischer Kalilauge vom Farbstoff befreit, so resultierte beim Ver 
dampfen des Athers ein fettiger Riickstand. Nach Wiederaufnehmen 
in Ather, Schiitteln der Atherlésung mit wasseriger, kolloidaler Lésung 
reinen Chlorophylls und Vertreiben des Athers zeigte die wiisserig: 
Lésung deutliche Fluoreszenz. die gegen Erhitzung auf 100° be 
standig war. 

Wurden frische Sedimentlésungen mit 0.2 proz. Sodalésung ver 
setzt oder 30 Minuten lang einer Temperatur von 45° ausgesetzt, s: 
lieB sich die Fluoreszenz durch kurzes Kochen nicht mehr vernichten 
Schon nach 8 Minuten konnte im letzten Falle die Fluoreszenz durch: 
100° nur teilweise aufgehoben werden. Ebenso zeigten haufig | bis 
2 Tage alte Sedimentlésungen Resistenz der Fluoreszenz gegen kurzes 
Erhitzen, wobei Lactam- und Basizitatsprobe meist das Vorhandensein 
normalen Farbstoffs vor dem Kochen bewiesen. Auch diese Befuncd 
lassen sich ungezwungen mit einer durch die verschiedenen Versuchs 
bedingungen bewirkten Erleichterung der Farbstoffaufnahme durch 
die Lipoide erklaren. 

Auffallend war, daB kolloidale Lésungen chemisch reinen Chloro 
phylls bei langem Erhitzen (10 Minuten und mehr) ohne jeden Zusatz 
ebenfalls Fluoreszenzeigenschaft bekamen; vermutlich handelt es sich 
um Zersetzungsprodukte. Jedoch konnte kein bestimmter Anhaltspunkt 
bisher gefunden werden. 

Die Vernichtung und das Wiederauftreten der Fluoreszenz lie! 
sich auch an mikroskopischen Blattschnitten beobachten. Bei 1 bis 
30 Sekunden langem Kochen der Schnitte war die urspriingliche 
leuchtend rote Fluoreszenz meist ginzlich vernichtet oder wenigsten- 
stark abgeschwicht, obwohl die Chloroplasten noch fast normale Form 
und Farbe besaBen. Auch kurze Erhitzung auf nur 75° bewirkte deutliche 
Fluoreszenzabschwiachung. Bei langerem Kochen kehrte die Fluoreszenz 
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ich bei Blattern meist zuriick. Ofters, so gerade auch bei Aspidistra, 

zeigte sich schon nach kurzem Erhitzen ein stark fluoreszierender Saum 
um EpidermisauBenrand, an dem sich wachsartige Stoffe befinden. 
die demnach durch Kochen ausgetretene Chlorophyllspuren molekular- 
dispers aufgenommen hatten. In manchen Fallen, so bei der Griinalge 
Spirogyra, trat wohl Fluoreszenzvernichtung bei kurzem Kochen, aber 
keine Erneuerung dieser bei langerem Kochen ein. Da sich in den 
Chloroplasten dabei kleine, dunkelgriine Trépfchen zeigten, diirfte es 
sich hier um ein ZusammenflieBen der Lipoide handeln, in denen sich 
so viel Farbstoff gelést hat, daB das fluoreszenzerregende Licht nur 
einen Bruchteil der groBen Farbstoffmenge traf, und auch das emittierte 
Licht von dem] Farbstoff selbst gréBtenteils absorbiert wurde. 

Blattschnitte, die 5 Minuten in 70- oder 80proz. Methylalkohol 
gelegt worden waren, eine Alkoholkonzentration, die den Farbstoff 
noch nicht extrahierte, zeigten nach Auswaschen normale Fluoreszenz, 
die bei kurzem Erhitzen ihre bisherige Intensitaét beibehielt. Auch 
dies kann nur in einer erst durch die Behandlung mit Alkohol bedingten 
Vereinigung des Farbstoffs mit den Lipoiden erklart werden. 

So fiigen sich also auch die Untersuchungen an Blattschnitten in 
den Rahmen der ganzen Ausfiihrungen ein. 


c) Fermentative Abbauversuche am ChloroplasteneiweiBb 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde gepriift, ob nach Analogie 
mit den Befunden am Blutfarbstoff [von Zeynek!)] Fluoreszenzver- 
nichtung als Folge fermentativen Abbaues des Chloroplasteneiweibes 
in den Sedimentlésungen erreicht werden kann. Die Versuche fielen 
sehr ungleichmaBig aus. Dies ist einmal darin begriindet, daB bei 
langerem Stehen oder rasch bei etwas erhéhter Temperatur an sich 
schon Lipoidiibertritt des Farbstoffs stattfindet, zum zweiten scheinen 
die Chloroplastenlipoide, die im vorliegenden Falle nicht durch organische 
Lésungsmittel entfernt werden konnten, den Fermentangriff auf das 
EiweiB zu hindern. Denn Biedermann*) fand, daB Trypsin in alkalischer 
Lésung das Plasma angeschnittener Zellen nicht angreift, jedoch in 
plasmolysierten und zwecks Lipoidentfernung mit Alkohol behandelten 
Schnitten auch in geschlossenen Zellen rasche Lésung der Chloroplasten 
bewirkt. Mit Pepsinsalzsiure, die im vorliegenden Falle wegen der 
Saurewirkung auf das Chlorophyll iiberhaupt nicht in Frage kam, 
konnte Biedermann auf keine Weise Plasmaverdauung erzielen. 

Die Versuche wurden unter den verschiedensten Temperatur-, Zeit- 
und px-Bedingungen vorgenommen. Am besten verlief ein Versuch 


1) A. v. Zeynek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 472, 1906; 70, 224, 1910. 
2) W. Biedermann, Flora, N. F. 111/112, Stahl-Festschrift 1918, S. 560. 
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mit Trypsin (Kahlbaum) unter Zusatz von 0,2 Proz. Soda bei 44°. Nach 
2%, Stunden war gegeniiber den fermentfreien Kontrollen eine stark; 
Fluoreszenzabschwachung zu konstatieren, die nicht auf optische; 
Tauschung beruhte, da nach geringem Zusatz einer normal fluoresziere:, 
den Kontrolle zum verdauten Gemisch die Fluoreszenz stark vermehrt 
war. Wurde die verdaute Lésung, die normal griin war, auf 100° erhitz: 
so trat nach 3 Minuten starke Rotfluoreszenz auf. Es ist also das Chior: 
phyll infolge der Proteolyse zunichst in den kolloidalen, in Wasse: 
gelésten Zustand iibergegangen und bei der nachfolgenden Erhitzun, 
von den Chloroplastenlipoiden aufgenommen worden. Lactam- und 
Basizitatsprobe ergaben vollstandige Unversehrtheit des fermentatiy 
freigelegten Farbstoffs. 


d) Belichtungsversuche. 


Der Verfasser hat friiher (l.c.) gezeigt, daB das Chlorophyll in 
fluoreszierendem Zustande starke photooxydative Wirkung besitzt, die 
sich mangels geeigneter anderer Akzeptoren in einer Ausbleichung des 
Farbstoffs selbst auBert, derart, daB echt geléstes Chlorophyll um ein 
Vielfaches lichtempfindlicher ist als kolloidal geléstes, d.h. nicht fluo 
reszierendes. Dieser Unterschied in der Lichtempfindlichkeit war 
nun auch nachweisbar zwischen frischen Sedimentlésungen und solchen, 
die durch kurzes Erhitzen und den damit verbundenen Ubergang in 
den kolloidalen Zustand die Fluoreszenzfihigkeit verloren hatten: 
Frische Sedimentlésungen aus Spinatblattern bleichten im direkten 
Sonnenlicht in 5 Minuten véllig aus, wahrend die zuvor kurz erhitzten 
noch normal griin waren und erst in | bis 2 Stunden vollstandig 
zerstért wurden. 

Der Verfasser glaubt auf Grund aller hier mitgeteilten Versuche 
in erganzender Bestatigung der Ansicht Willstdtters, zu der Behauptung 
berechtigt zu sein, daB der Chlorophyllfarbstoff in der lebenden Zelle 
an das EiweiB der Chloroplasten irgendwie, vermutlich adsorptiv, in 
monomolekularer Schicht gebunden ist, ein Befund, der in Anbetracht 
des auBerordentlichen Stoffumsatzes im Assimilationsapparat von 
vornherein hohe Wahrscheinlichkeit fiir sich hat. Ob daneben in den 
Chloroplasten etwa kolloidales Chlorophyll vorkommen kann, entzieht 
sich zunachst der Beurteilung, wire aber aus regulatorischen Griinden an 
sich denkbar. Offen bleibt auch noch die Frage, in welcher Weise die 
beiden anderen fiir den Chloroplasten typischen Farbstoffe, Carotin und 
Xanthophyll, im Chloroplasten untergebracht sind. Der Verfasser hat 
die Vermutung, daB diese in Chloroplastenlipoiden gelést sind, da 
getrockneten Blaittern mit Petrolather, d.h. einem Lipoidsolvens, die 
Carotinoide ohne Chlorophyllbeimengung entzogen werden k6nnen. 
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Die Ausfihrung der vorliegenden Arbeit ist dem Verfasser durch 
veitgehende Unterstiitzung von seiten der Notgemeinschaft det 
)eutschen Wissenschaft erméglicht worden, wofiir dieser auch hier det 
Dank ausgesprochen sei. 


Zusammenfassung. 

Die Arbeit bezweckt die Klairung der Frage, ob die von Will- 
sditter u. a. ausgesprochene Ansicht, wonach das Chlorophyll im lebenden 
Blatte an hochmolekulare Stoffe bzw. an EiweiB adsorbiert oder sonst- 
wie gebunden ist, mit der Tatsache der Rotfluoreszenz der normalen 
Chloroplasten in Einklang gebracht werden kann, da die Fluoreszenz- 
eigenschaft des Farbstoffs bisher nur in organischen Lésungsmitteln 
nachgewiesen werden konnte, so daB Stern fiir das Vorhandensein 
einer lipoiden Chlorophyllésung im Chloroplasten eintritt. 


1. Modellversuche mit verschiedenen Adsorbenzien. 

Geléstes, chemisch reines Chlorophyll lieB sich an zahlreiche 
feste Stoffe adsorbieren, so daB solche Priiparate, soweit sie unter 
AusschluB von Wasser hergestellt waren, zum Teil die Rotfluoreszenz 
des Chlorophylls bei Bestrahlung mit ultraviolettem Lichte zeigten 
Besonders stark waren Adsorption und Fluoreszenz bei Anwendung von 
,Aluminiumhydroxyd C* (Willstdtter), das unter Schonung der Gel- 
struktur von Wasser befreit worden war. Auch Adsorbate an lipoid- 
freies Globin zeigten geringe Fluoreszenz. Die Fluoreszenz solcher 
Praiparate ist nach Monaten noch unverandert. , 


2. Versuche mit Bldttern. 

Durch fraktioniertes Zentrifugieren wiisseriger Blattreibgemische 
beliebiger Pflanzen gelang es, eine dunkelgriine Masse zu isolieren, die 
gréBtenteils aus zerstérten Chloroplasten bestand und die sich in Wasser 
bei leichtem Schiitteln kolloidal léste. Solche Lésungen zeigten im 
ultravioletten Lichte starke Rotfluoreszenz und verloren diese véllig 
bei Erhitzung auf etwa 70 bis 100° innerhalb 1 bis 5 Sekunden. Bei 
Zusatz von Schwermetallsalz oder Ammonsulfat zur frischen Lésung 
flockte eine dunkelgriine, ebenfalls stark rot fluoreszierende Masse aus, 
die ebenfalls bei ganz kurzem Erhitzen ihre Fluoreszenz verlor. Diese 
muB ihrem Hauptbestandteil nach als eine Proteinsubstanz von sehr 
leichter Aussalzbarkeit angesprochen werden. Demnach muB die durch 
Erhitzung bewirkte Fluoreszenzvernichtung des Chlorophylls in den 
Sedimentlésungen mit einer Veriinderung des EiweiBkérpers in Zu- 
sammenhang gebracht werden, und es ist anzunehmen, daB das Chloro- 
phyll an dieses Eiwei8 irgendwie locker gebunden, vermutlich ad- 
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sorbiert ist, beim Denaturieren des Eiweibes abgespalten und dadu 
in den kolloidalen Zustand iiberfiihrt wird, in dem es nicht fluoreszie; 

Langeres Erhitzen der Sedimentlésungen hatte Wiederauftret: 
der Fluoreszenz zur Folge. Diese Erscheinung wurde auf einen Ubertrit: 
des Farbstoffs in die durch die Erhitzung fliissig gemachten Chlor: 
plastenlipoide zuriickgefiihrt, die Chlorophyll nachgewiesenermabe., 
molekulardispers zu lésen vermégen, womit das Auftreten der Flu 
reszenz verbunden ist. 

Proteolytische Abbauversuche mit den Sedimentlésungen fiihrten 
ebenfalls zu Fluoreszenzvernichtung. Ebenso konnte an Blattschnitten 
die Beeinflussung der Fluoreszenz durch Erhitzung wie sie in Sediment 
lésungen gelungen war, wiederholt werden. 

Demnach wird der Zustand des Chlorophylls im lebenden Blatt: 
wohl am besten als eine Adsorption des Farbstoffs an das Chloroplaste 
eiweiB in monomolekularer Schicht bezeichnet. 
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Modellversuche zur Frage der Eisenbeteiligung 
an der Kohlensiureassimilation der griinen Pflanzen. 


Von 
Kurt Noack. 


‘Aus dem Botanischen Institut der Universitat Erlangen.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1927.) 


Die Frage nach der Beteiligung des Eisens an den Stoffwechsel- 
vorgangen hat in den letzten Jahren durch die Arbeiten von O. Warburg, 
Baudisch u. a. zunehmende Bedeutung erlangt. Im folgenden seien 
Versuche mitgeteilt, die sich auf die Méglichkeit der Eisenmitwirkung 
bei der Kohlensaureassimilation der griinen Pflanze beziehen und die 
folgende Grundlage haben: 

Moore') hat mikroskopisch-chemisch in den Chloroplasten Eisen 
nachgewiesen. O. Warburg*) zerlegt unter Zugrundelegung fritherer 
Arbeiten von Blakman den Assimilationsvorgang in zwei Teile, die 
temperaturunabhingige, photochemische Reaktion, die bei geringer 
Lichtintensitat unmittelbar nachgewiesen werden kann, und die .. Blak- 
mansche Reaktion, die eine gewébnliche Dunkelreaktion mit starker 
Temperaturabhangigkeit darstellt und, soweit die Temperaturbeziehung 
in Frage kommt, bei héherer Lichtintensitat das Bild der Gesamt- 
reaktion bestimmt. O. Warburg fand ferner, daB die Kohlensaure- 
assimilation durch Blausiure oder Schwefelwasserstoff so gehemmt 
wird, daB auf eine Beeintrichtigung der Blakmanschen Reaktion 
durch diese Stoffe zu scbhlieBen ist, und fabt diese Hemmung wegen 
der Affinitét der genannten Stoffe zu Schwermetallen als eine Be- 
hinderung einer beim Assimilationsvorgang beteiligten Eisenkatalvse 
auf. Der Verfasser*) fand, daB die gegeniiber belichteten griinen 
Pflanzen besonders starke Giftwirkung der schwefligen Saure in den 
weiter unten zu behandelnden sekundiren Folgen einer Assimilations- 
hemmung zu suchen ist, und glaubt ebenfalls, eine irgendwie geartete 


1) J. Moore, Proc. Roy. Soc. B. 87, 556, 1914. 

2) O. Warburg, Naturwiss. 18, 985, 1925. 

®) Kurt Noack, Zeitschr. f. Botanik 17, 481, 1925. Zeitschr. f. angew. 
Chem. 89, 302, 1926. 
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Ausschaltung des Eisens, vielleicht durch Komplexbindung an di 
schweflige Saure, aus dem Assimilationsvorgang annehmen zu miisse), 
Auch von ganz anderer Grundlage, von der Fluoreszenz des Chlorophy!||s 
im lebenden Blatte, ausgehend, kam der Verfasser zu dem SchluB, dats 
Schwermetalle an der Assimilation beteiligt sein miissen. Nachdem 
Straub") u. a. die oxydierende Wirkung belichteter fluoreszierende: 
Farbstoffe auf Jodkalium, Benzylalkohol usw. festgestellt hatten, wies 
der Verfasser?) nach, daB auch die physiologische (,,photodynamische* 

von Tappeiner untersuchte Wirkung dieser Farbstoffe in einer Oxy 

dationswirkung besteht, da er z. B. die hochempfindlichen Paramaecien 
wie auch beliebige Pflanzenzellen, vor der photodynamischen Wirkung 
durch das ungiftige, neutrale Natriumsulfit schiitzen konnte und 
andererseits Zusatz von Mangansalz als Sauerstoffiibertrager ein 
starke Erhéhung der photodynamischen Wirkung zur Folge hatte 
Diese Befunde konnten des weiteren auf die Kohlensaureassimilation 
iibertragen werden insofern, als der Verfasser (Ll. c., 1925) feststellte 
daB das schon bekannte Absterben belichteter griiner Blatter in kohlen 
saurefreier Atmosphiire eben in dieser Ausschaltung des normalen 
Akzeptors der photochemischen Gesamtreaktion zu suchen ist, derart 
daB nun der Farbstoff selbst, wie auch das Protoplasma als End 
akzeptoren der Photoreaktion dienen, die auf oxydativem Wege zur 
Farbstoffausbleichung und Abtétung des Protoplasten fiihrt. Gaffron*) 
hat neuerdings die Oxydierbarkeit natiirlicher EiweiBstoffe durch 
belichtete fluoreszierende Farbstoffe. unter anderem durch Methy! 
chlorophyllid, in exakten Versuchen sichergestellt. 

Diese Befunde lassen sich nicht ohne weiteres fiir das Eindringen 
in den Chemismus der Kohlensiureassimilation verwerten, da diese in 
ihrem Gesamtverlauf nicht einen Oxydations-, sondern einen Reduktions- 
vorgang darstellt. Es ist jedoch zu betonen, daB die am Sauerstoff- 
verbrauch gemessene Photooxydationsgr6éBe des Chlorophylls in ab 
getéteten Blattern von der GréBenordnung des normalen Assimilations- 
wertes ist [nach den Versuchen des Verfassers (l.c.)]. In derselben 
Richtung liegen die Ergebnisse, iiber die hierauf Gaffron*) und O. War 
burg®) berichteten: Die Sauerstoffiibertragung durch belichtetes 
Chlorophyll oder Hiimatoporphyrin entspricht annihernd dem Einstein. 
schen photochemischen Aquivalentgesetz. So kommt auch O. Warburg 
zu der Auffassung, dab trotz der Verschiedenheit der biologischen, photo 
chemischen Kohlenséurereduktion von den erfaBbaren Photooxydations 


1) W. Straub, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 51, 383, 1904. 
2) Kurt Noack, Zeitschr. f. Botanik 12, 273, 1920. 

’) H.Gaffron, diese Zeitschr. 179, 157, 1926. 

4) Derselbe, Naturwiss. 18, 860, 1925. 

5) O. Warburg, ebendaselbst 18, 985, 1925. 
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wgangen eine Beziehung zwischen den genannten Prozessen be- 
tehen muBb. 


Es ist daher wohl berechtigt, die durch fluoreszierende Farbstoffe 
bewirkten Photooxydationen auch fiir die Frage der Beteiligung des 
Kisens an der Kohlensaureassimilation mit heranzuziehen. 

Als Sauerstoffakzeptor verwandte der Verfasser das von ihm 
friher schon (l.c., 1925) benutzte Benzidin, das in Gegenwart von 
Kosin usw., wie auch — in methylalkoholischer Lésung — von Chlorophyll 
im Lichte zu violettbraunem Farbstoff oxydiert wird, der vermutlich 
zur Gruppe des Diphenochinondiimins gehért und demnach eine iiber 
das Benzidinblau hinausgehende Oxydationsstufe des Benzidins dar- 
stellt. Bei Gegenwart von etwa 8 Proz. Halogensalz kann dagegen 
mit Eosin in wasseriger Lésung die Benzidinblaustufe selbst erhalten 
werden. In beiden Fallen laBt sich Nurch Mangansalzzusatz die Benzidin- 
photooxydation betrachtlich beschleunigen. Soweit die Schwermetall- 
wirkung in Frage steht, erlauben diese Versuche eine gewisse Ver- 
gleichung mit den Verhiltnissen bei der Kohlensdureassimilation, da 
im Blatte schon haufig Mangan nachgewiesen worden ist. Eine engere 
Analogisierung war jedoch ausgeschlossen, da die fiir Oxydations- 
beschleunigung nétige Minimalmenge an Mangan den Matigangehalt 
der Blatter bei weitem iiberschreitet. Wird z. B. eine gesattigte, 
wasserige Benzidinlésung mit 8 Proz. Kochsalz, 1,6 .10~* Mol Eosin 
(pro Liter) und Manganochlorid in verschiedenen Mengen versetzt, so 
tritt bei Belichtung reichliche Benzidinblaubildung nur bis herab zu 
einer Konzentration von '/s59, Mol Mangan (pro Liter) ein, derart, dab 
nach oben keine Grenze gesetzt ist. 

Um so mehr ist das Bestehen einer solchen Analogie beim Eisen 
denkbar, da, wie im folgenden beschrieben wird, schon kleine Eisen- 
mengen dieselbe Wirkung wie grobe Manganmengen auf das genannte 
Photooxydationssystem besitzen, und zwar merkwiirdigerweise so, dab 
gréBere Eisenmengen die Benzidinphotooxydation véllig hemmen. 


I. Versuche mit Eosinnatrium und Benzidin in wisseriger Lisune. 
a) Eisensalze. 


Die Versuche wurden dadurch erleichtert, dab, genau wie beim 
System Eosin—Benzidin—Mangansalz, bei Ersatz des Mangans dutch 
Eisen die Benzidinphotooxydation in Gegenwart von Halogensalz nur 
bis zur leicht kontrollierbaren Benzidinblaustufe fiihrt und durch den 
Halogensalzzusatz gleichzeitig eine Reaktionsbeschleunigung auftritt, 
derart, daB starke Belichtung und Anwendung optimaler LEisen- 
konzentration in wenigen Minuten reichliche Benzidinblaubildung 
zur Folge hat. 
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Auch die Halogensalzwirkung ist stark von der Konzentrati 
abhangig. Bei Anwendung von Kochsalz bewirkten Konzentratione,, 
unter 8 Proz. keine besondere Beschleunigung der Photooxydatic) 
wihrend von etwa 10 Proz. Kochsalz an auch ohne Eisenzusatz gering: 
Benzidinblaubildung auftrat. In starkem, direktem Sonnenlicht konnte 
sogar ohne Eosinzusatz bei Gegenwart von mehr als 10 Proz Kochsa!z 
Benzidinblaubildung erreicht werden, was vielleicht in der Unméglic! 
keit der Fernhaltung kleinster Schwermetallsalzmengen seinen Grun| 
hat (vgl. die spateren Angaben tiber Kupferwirkung). In ahnlichem 
Sinne vermutet R. Kuhn (nach einer Mitteilung in Oppenheimer, Fe: 
mente, 1926, 8. 1745), daB die eisenfreie H, O,-p-Phenylendiaminreaktion 
wenigstens teilweise durch Eisenspuren der Reagenzien bedingt ist 
da sie durch Blausiure gehemmt werden kann. Wie Kochsalz wirkten 
auch andere Halogensalze, z. B. Magnesiumchlorid und Kaliumchlorid 
ebenso Rhodankalium, das schon im kiinstlichen Licht ohne Eisenzusatz 
Benzidinblaubildung bewirkte. Es bestehen hier also Verhiltnisse 
wie bei der a-Naphthylamin- oder Benzidinoxydation durch Wasser 
stoffperoxyd [Baudisch')|, jedoch so, daB im vorliegenden Fall 
d.h. beim Ersatz des Wasserstoffperoxyds durch belichtetes Eosin 
Schwermetallzusatz wesentlich ist. Somit diirfte es sich auch hier 
gemaB der Annahme von Baudisch um die Bildung von Verbindungen 
héherer Ordnung unter Mitwirkung des Halogensalzes handeln so, dai 
Nebenvalenzkrafte zur Bindung und damit auch zur Aktivierung 
des zu oxydierenden Kérpers zur Verfiigung stehen. Nebenbei sei 
bemerkt, daB Benzidinchlorhydrat unter den vorliegenden Versuchs- 
verhaltnissen keine Blaubildung, sondern nur schwache Violett 
farbung ergab. 

Fiir die im folgenden zu beschreibenden Reihenversuche wurden 
meist Reagenzglaser mit je 2 ccm gesattigten (etwa 0.04 proz.) Benzidin 
wassers, 2 ccm Halogensalzlésung, | cem der zu untersuchenden Eisen 
salzlésung und | Tropfen Eosinnatriumlésung von bekanntem Volumen 
beschickt so, daB die Eosinkonzentration 1,6. 10~* Mol pro Liter, die 
Kochsalzkonzentration 8 Proz. betrug. Die Glaser wurden dann mit 
einer 2000-Watt-Lampe im Abstand von 40cm vom Glihkérper be- 
lichtet. Auf annahernd gleichmaBigen Sauerstoffgehalt der Gemische 
muBte Bedacht genommen werden, da, wie der Verfasser friiher fand, 
die Photooxydation in starkem MaBe, und zwar in linearer Proportion 
vom Sauerstoffgehalt des Lésungsmittels abhingig ist. Untersucht 
wurden besonders Ferroammonsulfat, Ferrolactat, Ferrobicarbonat und 
auch einige Ferriverbindungen. Alle angegebenen Molzahlen beziehen 
sich auf | Liter. 


1) O. Baudisch, diese Zeitschr. 106, 134, 1920. 











wdellversuche zur Frage der Eisenbeteiligung an der CO,-Assimilation. 157 


1. Ferroammonsulfat. In einem Parallelversuch mit Mangano- 
ulorid wurden die Konzentrationen von '/,, bis | j99999 Mol Eisen- 


zw. Mangansalz angewandt ; nach einer Belichtungsdauer von 5 Minuten 
ergab sich folgendes: 
Tabelle I. 





Ferroammonsultat Manganochlorid 
Konz. in Mol Reaktion Konz. in Mol Reaktion 
bis | goo vur Traibung durch Vie, bis | 56 starkste Benzidinblau- 
Abscheidung basischer bildung 
Ferriverbindungen 1! 500 etwas weniger 
' 5800 Spur von Benzidinblau Beuzidiublaubildung 
6400 reichlich Benzidinblau 1 200 etwas weniger als 
resno DIS Nosgoq starkste Benzidinblan- bei } 1090 
bildung ‘eog bis "goo geriuge Benzidinblau- 
51900 wenig Benzidinblan * bildung 
‘oo 000 Und 1 5600 Spuren v. Benzidinblau 
weniger bis ( unverandert '/s909 und 
weniger bis 0 unverandert 


Die Dunkelkontrollen waren nach 6 Stunden vollkommen un. 
verandert und zeigten bei Belichtung dieselben Erscheinungen wie der ‘ 
Hauptversuch. Bei Versuchen ohne Halogensalz trat in der Eisen- 
wie in der Manganreihe nur die violette, héhere Oxydationsstufe des 
Benzidins auf, wenn auch nur in geringem MaBe. Immerhin lag auch 
hier in der Eisenreihe das Maximum der Reaktion bei 1/19 999 bis 
' 50000 Mol Eisensalz mit starker Hemmung in den héheren Eisen- 
konzentrationen im Gegensatz zur Manganreihe, bei der einfache 
Proportionalitat herrschte. Langeres Stehenlassen der Dunkelkontrollen 
(24 Stunden) verschob das Maximum der Eisenwirkung nach den 
héheren Konzentrationen, offenbar infolge Ferrisalzbildung wahrend 
des Stehens (vgl. spater). 

Die hemmende Wirkung héherer Eiscnmengen auf die Benzidin- 
blaubildung beruht nicht auf einer Beeinflussung des zu dehydrierenden 
Benzidins, da in allen Fallen nach einem sofort nach der Belichtung 
vorgenommenen Jodzusatz Benzidinblau in normaler Weise ausfiel. 
Ebensowenig kommt hierfiir eine durch gréBere Ferroammonsulfat- 
mengen bedingte pq-Verschiebung in Frage, wie aus den weiter unten 
zu behandelnden Versuchen mit Ferrobicarbonat hervorgeht. 

2. Ferrolactat wirkte in einem Parallelversuch mit Ferroammon- 
salz wie dieses: In beiden Fallen ergaben Mengen von ! 599 bis ! 
nach einer Belichtungsdauer von 3 Minuten nur Triibung durch Eisen- 
abscheidung. Spuren von Benzidinblau traten erst bei '/ 4999 Mol auf, 
wahrend das Maximum (sehr starke Benzidinblaubildung) bei */,¢ 900 


2000 Mol 


bis !/5. 999 Mol lag. Deutliche, wenn auch schwache Farbstoffbildung 
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war noch bei '/;.g999 Mol zu erkennen. Warum die Konzentratione) 
optimaler Wirkung gegeniiber den in Tabelle | verzeichneten Werte, 
etwas tiefer lagen, bleibt fraglich. Vielleicht war der Sauerstoffgeha\: 
in der vorliegender Versuchsreihe etwas gréBer oder die Beleuchtung- 
intensitat infolge Stromschwankung héher. Zu bemerken ist, daB div 
Eisenwirkung noch in einer Verdiinnung vorhanden war ('/s9¢ 999 Mo! 
in der mit Ferricyankali nach zweistiindigem Stehen keine Berline: 
blaureaktion auftrat. Erst mit 1/3. 999 Mol konnte diese Reaktion in 
Form einer blaugriinen Farbung erhalten werden. 

3. Sehr starke Wirkung hatten auch Ferrosalze der Kohlensaur: 
die mittels Durchleitens von Kohlendioxyd durch wisserige Suspensionen 
von chemisch reinem Eisen (Kahlbaum) hergestellt wurden. Baudisch 
erwahnt in seinen Studien tiber Eisenkatalyse unter anderem!), dal 
frische Lésungen von Ferrocarbonaten, die auf die genannte Weise 
hergestellt werden, imstande sind, mit Hilfe des Luftsauerstoffs Milch 
siure, gewisse EiweiBbausteine usw. oxydativ stark abzubauen, wahrend 
solche Lésungen, die unter SauerstoffabschluB einige Stunden ge- 
standen hatten, trotz der erhalten gebliebenen Fahigkeit der Sauerstoff- 
absorption einen oxydativen Abbau nicht mehr bewirken kénnen. Im 
vorliegenden Falle kann es sich allerdings nicht um die Wirkung einer 
hochaktiven Eisenverbindung von kurzer Lebensdauer handeln, da 
diese von der Dauer des Stehenlassens der Lésungen unter Luftabschlub 
(6 Stunden bis 4 Tage) ziemlich unabhangig war. Es handelt sich ja 
hier auch um Reaktionen, die mit einer Milchsiure- oder Eiweib- 
oxydation nicht zu vergleichen sind. 

Zur Festlegung der quantitativen Beziehungen wurde der Eisen- 
gehalt von 20 ccm der jeweiligen Versuchsstammlésungen durch Ein- 
dampfen, Aufnehmen mit Schwefelsiure und Glihen gravimetrisch 
als Fe,O, bestimmt. 

Aus den Versuchen sei folgender herausgegriffen: Nach 20stiindigem 
Durchleiten von Kohlendioxyd lag das Wirkungsmaximum (reichliche 
Benzidinblaubildung nach 3 Minuten Belichtung) bei ?4/j. 999 bis 
1/s0000 Mol Eisen, wihrend bei !/,59, Mol nur geringe und bei noch 
héheren Konzentrationen keine Reaktion auBer der auch hier auf- 
tretenden Triibung durch Ferrioxydhydratbildung zu konstatieren war. 
Die untere Grenze der Wirksamkeit (Spuren von Benzidinblaubildung) 
lag bei */, 99909 Mol. Eine Dunkelreaktion war auch hier nicht fest- 
zustellen. 

Wurden Lésungen mit einem fiir die Benzidinblaubildung zu 
hohen Eisengehalt kurz erhitzt, so konnten sie sich nachher wirksam 
zeigen, d.h. es ist der Uberschu8 an zweiwertigem Eisen in unwirk- 


1) O. Baudisch, Naturwiss. 18, 749, 1925. 
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ames Ferrioxydhydrat iiberfiihrt worden, so daB eine kleine Menge 
er wirksamen Verbindung erhalten geblieben war. Auch dieser Befund 
zeigt, daB es sich bei der Benzidinphotoox ydation nicht um die Wirkung 
hochaktiver Eisenverbindungen von kurzer Lebensdauer im Sinne 
Baudischs handeln kann. 

Die Hemmung der Benzidinphotooxydation bei Anwendung von 
Ferrobicarbonat bzw. -carbonatmengen tiber */g59. Mol zeigt, daB die 
ungefahr bei derselben Konzentration zu konstatierende Hemmung in 
Gegenwart von Ferroammonsulfat oder Ferrolactat nicht auf einer 
pu-Erhéhung durch photolytische Siureabspaltung beruhen kann, da 
es sich im vorliegenden Falle um HCO,- bzw. CO,-lonen handelt 
Ferner ist im Hinblick auf den biologischen Hintergrund der vor- 
liegenden Untersuchung bedeutsam, daB auch die Kohlensiurever- 
bindungen des Eisens in kleinsten Mengen bei photochemischen Re- 
aktionen in Gegenwart fluoreszierender Farbstoffe wirksam sind. 

4. Ferroammoncitrat zeigte andere quantitative Verhiltnisse 
Bezogen auf 15 Proz. Eisengehalt, lag die Zone fiir Blaubildung, aus- 
gedriickt in Mol Eisen, zwischen '/,,. und ?/ 9999 Mol mit einem Maximum 
bei '/;99 Mol. Jedoch war die Wirkung weit schwacher als bei den im 
vorigen angefiihrten Salzen. Bemerkenswert ist das Vorhandensein 
eines Optimums trotz schwacher Allgemeinwirkung. 

5. Wolff') erhielt mit kolloidalem Ferrocyaneisen Peroxydase- 
reaktionen. Die Verbindung wurde nach den Angaben Wolffs aus 
Ferrocyankali und Ferrosulfat hergestellt, obwohl mit dem blauen 
Membranfilterriickstand gemaB Wolffs Angaben leicht Chinhydron- 
bildung aus Hydrochinon und Wasserstoffperoxyd zu erzielen war. 
zeigte die Substanz im vorliegenden photochemischen System, bei den 
verschiedensten Konzentrationen untersucht, nur ganz schwache 
Wirkung. 

6. Ferrocyankali war in allen Konzentrationen ohne Wirkung. 

Ferner wurden einige Ferriverbindungen untersucht: 

7. Ferricyankali bewirkte bis herab zu etwa '/ 109 999 Mol Benzidin.- 
blaubildung als Dunkelreaktion. Wenn bei geringeren Mengen eine 
Lichtreaktion ausblieb, so ergibt der Vergleich mit den Wirkungs- 
gréBen der oben angefiihrten Eisensalze, daB der Grund dieses Ausfalls 
wohl in der Geringfiigigkeit der anwendbaren Eisenmenge zu suchen ist. 

8. Anders verhielt sich Ferriammonsulfat: Bis herab zu '/,999 Mol 
trat auch hier Benzidinblaubildung als Dunkelreaktion in absteigendem 
MaBe auf. Mengen von "/go99 bis 1/g999 Mol ergaben ganz schwache 
Benzidinblaubildung im Lichte. Ein Maximum der Wirkung war bei 


1) J. Wolff, Ann. Inst. Pasteur 24, 789, 1910. 
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‘e000 LIS * 4.999 Mol gegeben. Jedoch stand die gebildete Farbstos; 
menge um ein Vielfaches hinter der mit Ferroammonsulfat erhalten 
zuriick. Mengen unter !/5 999 Mol ergaben Benzidinblau nur in Spuren 
Ohne Eosin war keine Photoreaktion zu erkennen. 

Bemerkenswert ist, daB hier, obwohl eine Dunkelreaktion an sic) 
moglich ist, doch zwischen der unteren Konzentrationsgrenze fiir dies: 
und der oberen fiir die Lichtreaktion eine Konzentrationszone mii 
hemmender Wirkung auf die Photooxydation vorhanden ist. 

9. Frisch gefilltes Ferrihvdroxyd und Ferricarbonat waren ohne 
Wirkung. 

Es ergibt sich also, daB die Ferroverbindungen in ihrem Einflul 
auf die Benzidinphotooxydation in Gegenwart von fluoreszierendem 
Farbstoff wenigstens die hier untersuchten Ferriverbindungen bei 
weitem tbertreffen. 

10. Eimige Versuche wurden mit der in der vorigen Mitteilung 
beschriebenen Substanz angestellt, die aus den bekanntlich eisenreichen 
Spinatblattern durch Zerreiben mit Wasser und wiederholtem Zentri 
fugieren gewonnen wurde und im wesentlichen aus desorganisierter 
Chloroplastenmasse besteht. Die daraus hergestellte kolloidale Lésung 
wurde in verschiedenen Mengen dem System Benzidin—Eosin— Koch 
salz zugesetzt. In einigen Fallen war nach Belichtung leichte Benzidin 
blaubildung zu konstatieren, ohne daB jedoch eindeutige Ergebnisse 
erzielt wurden. Die Versuche werden fortgesetzt. 

11. Auch das Eisen des Himoglobins scheinteine schwache Wirkung 
in dem System auszuiiben. Mengen von 0,01 bis 0,0012 Proz. Himo 
globin- Merck bewirkten nach einer Belichtungsdauer von 10 bis 
20 Minuten violettblaue Fiarbung. Hamoglobinlésungen, durch die 
Sauerstoff geleitet worden war, zeigten keine stirkere Wirkung. 


b) Kupfer- und Zinksalze. 


Vergleichsweise wurden eintge Versuche mit Kupfersalzen an Stelle 
des Eisens angestellt. Kupfersalze haben in Gegenwart von Halogensaiz 
eine auberordentlich starke, sauerstoffiibertragende Wirkung auf Benzi 
din, worauf schon Madelung'), ohne Angabe der wirksamen Minimal. 
konzentration, hingewiesen hat. Wurde z. B. Benzidinwasser mit Kupfer- 
sulfat bis herab zu einer Konzentration von */s99999 Mol versetzt 
so fand auf Halogensalzzusatz sofort reichliche Benzidinblaubildung 
als Dunkelreaktion statt. Noch geringere Kufersalzmengen bewirkten 
auch nach mehrstiindigem Stehen keine Benzidinblaubildung im 
Dunkeln, wohl aber im reichsten MaBe bei Belichtung in Gegenwart 


1) W. Madelung, Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 204, 1911. 
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n Eosin, und zwar so, daB nach einer Belichtungsdauer von 6 Minuten 
i) Gegenwart von 8 Proz. Kochsalz und 1,6. 10~* Mol Eosinnatrium 
noch bei einer Kupfersulfatkonzentration von 4/¢ 999999 Mol deutliche 
Benzidinblaubildung festzustellen war und auch noch in Gegenwart 
von 4.10°*Mol Kupfer kleinste Farbstoffmengen auftraten, die in 
den kupferfreien Kontrollen fehlten. Es handelt sich bei diesen Wirkungs- 
graden um dieselbe GréBenordnung, in der nach Titoff!) Kupfersulfat 
die Oxydation neutralen Natriumsulfits durch den in der Salzlésung 
vorhandenen Sauerstoff beschleunigt. Das Maximum der Kupfer- 
wirkung lag bei der héchsten Konzentration, die, obne eine Dunkel- 
reaktion zu bewirken, angewandt werden konnte. Es fehlt also hier 
die bei den Ferrosalzen und dem, wie das Kupfersulfat Dunkeloxydation 
erméglichenden, Ferriammonsulfat vorhandene Konzentrationszone. in 
der die Benzidinphotooxydation gehemmt wird. 

Auch Zinksulfat gab in Mengen Von !/,,, Mol im System Benzidin 
EKosin—Halogensalz bei Belichtung starke Benzidinblaubildung; die 
untere wirksame Konzentration lag bei etwa '/,;9 9 Mol. Dem Wirkungs- 
grad nach schlieBt sich also das Zink dem Mangan an, jedoch bewirkten 
im Gegensatz zum Mangan Mengen itiber '/,,, Mol Hemmung der Farb- 
stoffbildung, die wohl auf py-Einfliisse zuriickzufiihren ist; da das 
gegeniiber dem Zinksulfat starker saure Zinkchlorid iiberhaupt keine 
Wirkung hatte. 


ll, Der Charakter der Eisen- und Kupferwirkung im belichteten System 
Eosin— Benzidin— Halogensalz. 


Die im vorigen beschriebenen Reaktionen gleichen am meisten 
der Wirkung von Wasserstoffperoxyd auf Benzidin in Gegenwart von 
Schwermetallsalz, die besonders Madelung*) untersucht hat. Unter 
Annahme einer engeren Verwandtschaft der hier beschriebenen Benzidin- 
photooxydation mit der gew6hnlichen Wasserstoffperoxydreaktion auf 
Benzidin wire belichtetes Eosin dem Wasserstoffperoxyd gleich- 
zusetzen, Obwohl noch eine andere Méglichkeit denkbar ist, auf die 
weiter unten eingegangen werden soll. 

Auf alle Fille war die Frage zu entscheiden, ob die Beteiligung 
der Eisen- und Kupfersalze an der Lichtreaktion als echt katalytische 
oder als induzierte zu betrachten ist. Madelung fand, daB bei der 
Wasserstoffperoxyd-Benzidinreaktion Eisensalz als Induktor, Kupfer- 
salz als Katalysator wirkt. Toff (l.c.) betrachtet andererseits die 
beschleunigende Wirkung von Ferrosulfat auf die Natriumsulfit- 
oxydation durch molekularen Sauerstoff trotz Verbrauch des Eisens 


1) A. Titoff, Zeitschr. f. physikal. Chem. 45, 641, 1903. 
2) W. Madelung, |. c.; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 44, Ib, 626, 1911. 
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nicht als Induktion, sondern als Katalyse, da auf 1 Mol Ferrosuli,: 
mehr als 100 Mol Sulfit umgesetzt werden. Um so mehr sind die }\ 
kannten Cystinoxydationen 0. Warburgs durch Eisen als echte kata 
lytische Vorgange aufzufassen, ebenso die photooxydativen Spaltung:, 
von Zuckern, Aminosiuren usw. durch Schwermetallsalze, iiber «i: 
C. Neuberg') friiher berichtet hat. Hingegen ist nach Kuhn*) di 
Beteiligung von Ferrosalz bei der Reaktion von Wasserstoffperoxy« 
auf Jodwasserstoff stéchiometrischer Art. 

AuBerdem war es erwiinscht, die Temperaturabhingigkeit de 
Benzidinphotooxydation unter den gegebenen Bedingungen zu priifen 

Die Bestimmung des Benzidinblaus wurde jodometrisch auf Grund 
lage der Methode von Madelung vorgenommen. Die Anwesenheit des 
Kisensalzes stért bei raschem Arbeiten und Abkihlen der zu titrierenden 
Lésung nicht, obwohl das Eisen im Benzidinblauniederschlag qantitativ 
enthalten ist. Die Belichtung der Versuchslésungen wurde in eine: 
flachen, kreisrunden Glaskammer, die mit zwei gegeniiberliegenden 
Hihnen an den Schmalseiten versehen war und 174 ccm Inhalt hatte 
vorgenommen, so daB die Kammer mit der Versuchslésung unter Ver 
meidung von Luftblasen vollstandig gefiillt war. Die Versuchsgemische 
wurden in Mengen von 200 ccm in molaren Konzentrationen angesetzt 
so daB sich nach dem Einfiillen in die Kammern die darin befindlichen 
absoluten Mengen des Eisens usw. berechnen lieBen. Zur Titration 
wurde die gesamte entstandene Benzidinblaumenge verwandt. Wahrend 
der Belichtung befanden sich die Kammern in einem Glastrog mit 
Wasser von konstanter Temperatur (10°). Die in den Kammern be- 
findliche Benzidinmenge betrug jeweilig 0,04 g neben 8 Proz. Kochsalz 
und 1,6 .10~* Mol Eosin pro Liter. 


a) Wurde eine solche Lésung in Gegenwart von 0,87 cem n/100 
Ferroammonsulfat, entsprechend !/, 999 Mol Eisen pro Liter 4 Minuten 
belichtet, so ergab die Titration des Benzidinblaus nach Jodzusatz in 
drei Parallelversuchen einen Verbrauch von 1,84, 1,82 und 1,87 cem 
n/100 Natriumthiosulfat. Bei langerer Belichtung stieg die Farbstoff 
menge nur unwesentlich.an. Da durch die starke Benzidinblaubildung 
die Lichteinstrahlung natiirlich fortlaufend geschwicht wurde, lassen 
sich keine klaren Beziehungen zwischen Belichtungsdauer und ent 
standener Farbstoffmenge herstellen. 

Bei Zusatz von 0,43 ccm n/100 Ferroammonsulfat, entsprechend 
'/40000 Mol Eisen pro Liter, betrug der Thiosulfatwert 1,64 ccm n/100 
nach 4 Minuten Belichtung. 


1) ©. Neuberg, diese Zeitschr. 18, 305, 1908; 23, 279, 1910; 29, 279, 1910. 
2) R. Kuhn, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 2370, 1926. 
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Aus den angegebenen Zahlen erhellt jedenfalls so viel, daB die 
heschleunigung der Benzidinphotooxydation durch Eisen in Gegenwart 
on Eosin eine induzierte Reaktion ist. Dies ergibt sich auch aus 
folgendem: Nach einer Belichtungsdauer von 6 bis 8 Minuten war im 
Filtrat vom Benzidinblauniederschlag weder Ferri- noch Ferrosalz 
nachweisbar, wahrend die salzsaure Lésung des Farbstoffniederschlags 
starke Reaktion mit Ferrocyankalium, keine jedoch mit Ferricyankalium 
vab, dagegen war die Lésung des Benzidinblauniederschlags frei von 
Ammoniak und Schwefelsiure, die sich beide im Filtrat vom Farbstoff- 
niederschlag, nachgewiesen mit Bariumchlorid und Neflers Reagens, 
befanden. Somit ist das Ferroammonsulfat durch die Belichtung 
vollig aufgespalten und das Eisen unter vollstaindiger Oxydation vom 
entstandenen Benzidinblau adsorbiert worden, wie auch Madelung bei 
seinen Versuchen Adsorption des Eisens an das Benzidinblau fest- 
gestellt hat. 

Die oben angefiihrten zahlenmaBigen Beziehungen zwischen 
Farbstoffbildung und zur Verfiigung stehender Eisenmenge unter- 
scheiden sich von den Werten, die Madelung im System Wasserstoff- 
peroxyd— Benzidin— Ferroammonsulfat gefunden hat, insofern als im 
letzten Falle der Thiosulfatwert zur angewandten Eisenmenge im 
Verhaltnis 1:1 stand, waihrend bei der hier untersuchten Photooxy- 
dation auf 1 Mol Eisen 2 bis 4 Mol Benzidinblau gebildet worden sind. 
Dieser Unterschied kann darin begriindet sein, daB die photooxydative 
Benzidinblaubildung, als Gesamtreaktion betrachtet, langsamer als die 
Farbstoffbildung durch Wasserstoffperoxyd verliuft, die eine Moment- 
reaktion darstellt. Nach Scrabal') ist bei Induktionsreaktionen der 
Betrag des nach der sekundiren Reaktion erfolgenden Umsatzes um 
so gréBer, je geringer die Geschwindigkeit des Gesamtvorgangs ist. 

Die Untersuchung der Kupferwirkung ergab erwartungsgemis, 
daB es sich hier um eine echte Katalyse handelt: Das System Eosin- 
Benzidin—Kochsalz wurde unter Zusatz von ?/ 99 999 Mol Kupfersulfat 
4 Minuten belichtet, wobei sicl. eine Benzidinblaumenge bildete, die 
einem Thiosulfatwert -von 2,86 ccm n/100 entsprach. 

Ein prinzipieller Unterschied zwischen der Eisen- und der Kupfer- 
wirkung wird wohl nicht bestehen, da eine gekoppelte Reaktion in eine 
katalytische tibergehen kann (vgl. Luther und Schilow®). 

Nebenbei wurde untersucht, ob sich Eisen und Kupfer im vor- 
liegenden System gegenseitig beeinflussen. Angewandt wurden Kom- 
binationen von !/so9 999 Mol Kupfersulfat mit 1/15 999 und 1/39 999 Mol 
Ferroammonsulfat; es ergab sich weder eine addierende, noch eine 


1) A. Scrabal, Zeitschr. f. Elektrochem. 11, 653, 1905. 
2) R. Luther und N. Schilow, Zeitschr. f. physikal. Chem. 46, 777, 1903. 
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potenzierende Wirkung der beiden Schwermetallsalze aufeinande: 
lediglich eine leichte Hemmung der Kupferwirkung durch das Eiser 
salz war feststellbar. 

b) Die Temperaturabhangigkeit der Reaktionen wurde bei |) 
und 20° bei einer Belichtungsdauer von 4 Minuten bestimmt, wir 
folgende Thiosulfatwerte (n/100) zeigen: 





Tabelle II. 

Tempe: Ferroammonsultat Kupfersulfat 
ratur ‘loo 000 Mol pro Liter 1/00 000 Mol pro Liter 
°c ecm com 
10 1,84 2,68 
20 1,87 2.75 


Somit ist der Temperaturquotient gleich 1 und folgt also der fiir 
Photoreaktionen giiltigen Regel. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dal 
Kuhn und Brann') neverdings fiir die katalatische Himinwirkung, eine 
Dunkelreaktion, Q,, = 1,05 fanden. 

Bei Versuchen dieser Art, die nicht wie die obigen in vollstandig mit 
der Versuchslésung gefiillten Kammern vorgenommen wurden, trat bei 
Temperaturerhéhung Sinken der Reaktionsgeschwindigkeit ein, die ihren 
Grund nur in der Verminderung des Sauerstoffgehalts der Lésung durch 
die héhere Temperatur haben kann. Versuchslésungen, die 3 Stunden 
unter der Luftpumpe gestanden hatten, ergaben nur Spuren von 


Benzidinblau bei Belichtung. 


Bei den Versuchen in den vollstaéndig gefiillten Kammern, wie 
iibrigens auch in den Reagenzglasversuchen bei Luftgegenwart, farbte 
sich bei der Belichtung die Lésung in allen Teilen gleichmaBig blau. 
wodurch erwiesen ist, daB es sich um eine Reaktion im homogenen 
Medium auf Kosten des im Wasser gelésten Sauerstoffs handelt. 

Vorbelichtung der reinen Benzidinlésung hatte eigentiimlicher- 
weise voriibergehende Schwiichung der Reaktion mit Eosin und Eisen 
zur Folge, was noch naher zu untersuchen ist. 


Die Hauptergebnisse der bisher beschriebenen Versuche sind 
folgende: Die Benzidinphotooxydation durch Eosin kann durch Eisen. 
salze ebenso wie durch Mangansalze beschleunigt werden. Zwischen 
der Wirkung der beiden Schwermetalle besteht jedoch der Unterschied 
daB Eisen im Vergleich zum Mangan nur in ganz kleinen Mengen 
wirksam ist, ja, daB Eisenmengen, die immer noch unter der wirksamen 
Minimalkonzentration der Mangansalze liegen, spezifisch hemmend 


1) R. Kuhn und L. Brann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 2370, 1926. 
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wif die Benzidinphotooxydation einwirken. Kupfersalze sind noch 
viel wirksamer als Eisensalze. ; 

Der Verfasser wurde durch die Herren Pohl-Géttingen und Gudden- 
Erlangen darauf hingewiesen, daB die Verhaltnisse bei der Phospho- 
reszenzaktivierung der Erdalkali- und Zinksulfidphosphore ahnlich 
liegen. Tiede und Reinicke') fanden z. B. beim Zinksulfid phospho- 
reszenzaktivierende Wirkung durch geringe Eisenmengen derart, dab 
ein Eisengehalt von 1: 1000 schon einen phosphoreszenzvernichtenden 
UberschuB darstellt. Tomaschek*) findet bei Zinksulfidphosphor 
Schwermetallspuren ausschlaggebend fiir die Phosphoreszenz, und 
zwar wirkte Kupfer schon in kleinsten Mengen (0,006 mg Kupfer pro 
Gramm Zinksulfid) wahrend Mangan mit 0,03 mg noch ganz unwirksam 
war und ein Maximum der Phosphoreszenz bei 17 mg, jeweils pro Gramm 
Zinksulfid, bewirkte. Wichtig ist auBerdem, daB T'omaschek die auffallend 
giinstige Wirkung von Halogensalzzusatz auf den Phosphoreszenzeffekt 
hetont, wie dies ja auch bei den hier beschriebenen photochemischen 
Systemen der Fall ist. 

Es scheinen also hier Zusammenhange prinzipieller Art gegeben 
zu sein. 

Auch eine biologische Analogie zu den obigen Unterschieden in 
der Wirkung der Eisen- und Mangansalze ist vorhanden: U spenski und 
Uspenskaja*) fanden, daB Volvoxkulturen in Gegenwart von 0,3 Proz. 
Mangansulfat nach 7 Tagen zugrunde gingen, wahrend schon 0,007 Proz 
Ferrioxyd*) geniigten, um diese Griinalge in derselben Zeit abzutéten 
und noch kleinere Eisenmengen (0,0005 Proz.) Ferrioxyd*) zu optimalem 
(redeihen unbedingt erforderlich waren. Demnach diirften die sogenannten 
..Staubreaktionen‘‘ [vgl. z. B. Rice®)] auch eine Erklirung fiir das 
Absterben besonders empfindlicher Kulturen, die unbedeckt der Luft 
ausgesetzt sind, bieten, d.h. oligodynamische Wirkungen der in der 
Luft nachweisbaren Schwermetallspuren hier wie auch in anderen 
Fallen in Frage kommen. 


Ill. Versuche mi, Chlorophyll und Benzidin. 


Um die obigen Befunde auf die photooxydative Wirkung des 
Chlorophylls tibertragen zu kénnen, wurde im allgemeinen 90proz. 
Methylalkohol als Lésungsmittel verwandt, da sich das Chlorophyll 
nur in organischen Fliissigkeiten molekulardispers und damit fluo- 


1) BE. Tiede und H. Reinicke, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 56, 666, 1923. 

2) R. Tomaschek, Ann. d. Phys., 4. F., 66, 189, 1921. 

8) E. BE. Uspenski und W.J. Uspenskaja, Zeitschr. f. Botanik 17, 273, 
1925. 

4) Zugesetzt als Ferricitrat. 

5) FO. Rice, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 2099, 1926. 
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reszierend lést und die in Betracht kommenden Eisensalze sich in diese 
Alkoholkonzentration noch hinreichend auflésten. Die angewandt« 
Benzidinmenge betrug 0,3 Proz.; von Halogensalzzusatz muBte A} 
stand genommen werden. Das in diesem Falle durch fluoreszieren«: 
Farbstoffe erzielbare Benzidinphotooxydationsprodukt besteht, wie 
der Verfasser schon friiher (1. c., 1925) feststellte, in braunem Farbstof| 
der erst nach langerer Belichtung, als sie fiir die Benzidinphotooxydat io, 
in wasseriger Lésung bei Halogensalzzusatz nétig ist, in gréBerer Meng: 
auftritt. Die Versuchsanordnung entsprach der im ersten Teile |x 
schriebenen; jedoch kamen je 10 cem der Lésungen zur Untersuchung 

Wie in den Versuchen mit wisseriger Benzidinlésung waren auch 
hier bestimmte Eisenmengen maximal wirksam, lagen jedoch etwas 
hoher. 

Vorversuche mit Eosin ergaben folgendes: Bei Anwendung von 
Ferroammonsulfat oder Ferrolactat lag das Maximum der Braun 
farbung nach einer Belichtungsdauer von 60 Minuten bei !/g499 Mol 
die Wirkungsgrenzen lagen bei '/s99 bzw. '/y5 999 Mol. Bei Anwen 
dung einer Alkoholkonzentration von 65 Proz. trat statt der rot 
braunen Farbe Violettfarbung auf. 

Ebenso verliefen Versuche mit Chlorophyll an Stelle des Eosins 
wobei reines Chlorophyll a+ 6 in der Konzentration |: 50000 zu 
Verwendung kam. In einem Versuch mit Ferrolactat war nach halb 
stiindiger Belichtung in den Lactatkonzentrationen von '/,9, Mol an 
abwarts Braunung zu erkennen, die am stirksten bei '/,459 Mol war 
Nach langerem Belichten — weitere 1! Stunden — waren die Portionen 
mit */o99, '/499 Und */,99 stark braun gefirbt, und zwar weit starker als 
die Portionen mit geringerem Eisengehalt. Die eisenfreien, aber chloro 
phyllhaltigen Kontrollen, die nach halbstiindiger Belichtung nur schwacl 
hellbraun gefirbt waren, hatten sich bei Fortsetzung der Belichtung 
ebenfalls starker angefirbt. Jedoch ergab ihr kolorimetrischer Vergleich 
mit der 4/99 Mol Eisen enthaltenden Portion, da8 in dieser etwa viermal 
mehr Farbstoff gebildet worden war. Benzidinfreie Kontrollen, die nu: 
Eisen und Chlorophyll enthielten, zeigten keine Farbstoffbildung 
wahrend der gesamten Belichtungsdauer. 

‘ Die untere Methylalkoholgrenze fiir deutliche Chlorophyllwirkung 
lag in Gegenwart von */¢499 Mol Ferrolactat bei 60 Proz. 

Mit Ferrobicarbonatlésung (vgl. ersten Teil) lieB sich in Gegenwart 
von Chlorophyll schon nach 5 Minuten Belichtung deutliche Braun. 
farbung erreichen. Auch hier war bei Anwendung héherer Kon 
zentrationen, die jedoch nicht bestimmt wurden, eine gewisse Hemmung 
der Benzidinphotooxydation zu beobachten. 

Wenn auch diese Versuche durch die Notwendigkeit der Ver- 
wendung von Methylalkohol etwas getriibt sind, so beweisen sie doch 
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s) viel, daB Eisen als Beschleuniger der Photooxydation des Benzidins 
durch Chlorophyll wirkt, d.h. daB im Prinzip eine Beteiligung des 
sens an photochemischen Reaktionen mit Chlorophyll als Sensibilisator 
moglich ist. 


IV. Die Hemmung der Schwermetallsalzwirkung durch Cyankalium 
und saures Natriumsulfit. 

Um noch weitere Analogien zwischen dem System fluoreszierender 
Farbstoff —Benzidin— Eisen und dem Assimilationsapparat zu finden, 
wurden Versuche mit Stoffen ausgefiihrt, deren starke assimilations- 
hemmende Wirkung theoretisch gemaB dem in der Einleitung Gesagten 
auf Abbindung des Chloroplasteneisens zuriickgefiihrt werden kann, 
womit die Méglichkeit einer eventuellen Mitwirkung von Eisen auBer- 
halb der Chloroplasten nicht abgelehnt werden soll. 

Zur Verwendung kamen Cyankalium und saures Natriumsulfit. 
Kine gewisse Schwierigkeit bestand dabei insofern, als durch diese 
Salze die pa-Verhiltnisse des Systems geindert werden und eine 
Pufferung nicht méglich war, da die zur Einstellung des Neutralpunkts 
geeigneten Puffersysteme die Eisenwirkung bei der Photooxydation 
an sich schon hemmten. Aus den Ergebnissen wird jedoch hervor- 
gehen, daB die Ursache der mit den beiden Salzen tatsichlich erreich- 
baren Hemmung der Eisenwirkung nicht in einer pg-Anderung zu 
suchen ist. 

A. Versuche mit saurem Natriumsulfit. 

Die Sulfitwirkung wurde z. B. in folgendem System untersucht: 
0.02 Proz. Benzidin + 8 Proz. Kochsalz + '/9999 Mol Ferroammon- 
sulfat + 1,6. 10~* Mol Eosin (VM \le pro Liter). Bei einer Belichtungs- 
dauer von 2 Minuten bewirkten '/,99 bis */ 99 Mol Sulfit pro Liter 
vollige Hemmung der Benzidinblaubildung; in der Zone von "/g999 bis 
' 50000 Mol stieg die Benzidinblaubildung mit abnehmender Sulfit- 
konzentration derart, daB bei 1/99 999 Mol etwa */; und bei '/;9 999 Mol 
etwa %/, der in der sulfitfreien Kontrolle gebildeten Farbstoffmenge 
vorhanden war. Dieselben relativen Unterschiede waren nach viertel- 
stiindiger Belichtung vorhanden, wobei bis herab zu '/,.9) Mol Sulfit 
die vollstandige Hemmung erhalten blieb, die iibrigen Portionen dagegen 
eine leichte Vermehrung der Farbstoffmenge aufwiesen. 

Versuche mit Ferrolactat und Ferrobicarbonat hatten im Prinzip 
dasselbe Ergebnis. 

Aus dem allmahlichen Ubergang von vollstandiger Hemmung bis 
zur normalen Farbstoffbildung gemaB der Sulfitdosierung ergibt sich, 
daB keine strengen stéchiometrischen Beziehungen bestehen. Immerhin 
zeigte ein Vergleichsversuch mit */,9 999 Und '/9999 Mol Ferroammon- 
sulfat véllige Hemmung durch !/,.9, Mol Sulfit gegeniiber '/,5 999 Mol 
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Eisen, wahrend dieselbe Sulfitmenge bei dem héheren Eisengehal: 
noch schwache Benzidinblaubildung zulieB. Die untere Grenze fii; 
starke Hemmung lag gegeniiber der héheren Eisenkonzentration |<; 
'/s0009 Mol Sulfit, gegeniiber der schwacheren bei '/35 999 Mol. 

Bemerkenswert ist, daB Sulfitkonzentrationen, die drei- bis fiinfm.| 
geringer als die Eisenmengen waren, noch partielle Hemmung ve: 
ursachten. Ahnlich fanden Wieland, Wingler und Rau’), daB die sauce 
stoffiibertragende Wirkung metallischen Kupfers schon durch sel; 
wenig Blausaure, die stéchiometrisch nicht ins Gewicht falli, gehenimt 
wird. 

Andererseits ergab sich eine gewisse stéchiometrische Beziehung 
bei vergleichsweiser Verwendung von Eisen und Mangan, das, wie 
friiher betont, erst bei bedeutend héherer Konzentration die Benzidin 
blaubildung im Lichte zu beschleunigen vermag. In einem Paralle! 
versuch wurde die Sulfitwirkung auf !| 49999 Mol Ferrozmmonsulfat 
und '/;, Mol Manganochlorid mit dem in Tabelle II] enthaltenen Ey 


gebnis untersucht: 
Tabelle 111. 





Photooxydationsbeschleuniger 1 Rec = oy ’ my py 
Minimale Sulfitmenge fiir 

starke Hemmung (Spu- 

ren von Benzidinblan) 's9000 Mol NaHS O, ls000 Mol NaHS QO, 
Sulfitmenge fiir eben er- 

kennbare Hemmung . 'ias000 Mol NaHSOs, ‘50000 Mol NaHso 


Dieser Versuch zeigt zugleich, daB die Sulfithemmung unter den 
gegebenen Bedingungen nicht auf py-Einfliissen berubt, da die Sulfit 
menge, die im System mit Eisen Hemmung der Blaubildung bewirkte 
bei Gegenwart von Mangan die Benzidinphotooxydation normal zuliel 
Dies geht auch daraus hervor, daB in anderen Versuchen das sauer 
reagierende, primare Natriumphosphat erst in einer Konzentration 
von "/¢499 Mol und mehr die Eisenwirkung hemmte. AuBerdem erhellt 
aus dem Versuch der Tabelle, daB eine Ablenkung der Photoox, 
dationsenergie des Eosins auf das Sulfit selbst héchstens zum Tei! 
in Frage kommen kann. Der Verfasser hatte friiher (1. c., 1920) fest 
gestellt, daB belichtetes Eosin auch ohne Schwermetallzusatz die Ox) 
dation neutralen Sulfits stark beschleunigt. 

Immerhin wurden, um eine gewisse Analogie zu der gegeniibe: 
dem neutralen Sulfit bedeutend gesteigerten biologischen Giftwirkung 
des sauren Sulfits zu erhalten, einige Versuche mit neutralem Sulfit 


angestellt : 


') H. Wieland, A. Wingler und H. Rau, Ann. d. Chem. 484, 185, 1925 
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Tabelle 1V. 





Ferroammonsultat Manganochlorid 
Photooxydationsbeschleuniger 1 59000 Mol pro Liter 1 ol pro Liter 
Minimale Sulfitmenge fiir 
starke Hemmung (Spu- 
ren von Benzidinblan) 1 e000 Mol NagSO, ' so09 Mol NagSO 
Sulfitmenge fiir eben er- 
kennbare Hemmung . ‘ eg0090 Mol NagSO, zoo Mol NagSO 


Die hemmende Wirkung des neutralen Sulfits steht also hinter 
der des sauren betrachtlich zuriick, was sich wohl am besten durch 
eine starkere Affinitaét des sauren Sulfits zu Schwermetallen erklart. 
Vielleicht besteht die Wirkung des neutralen Sulfits lediglich ia einer 
Verdrangung des Akzeptors Benzidin, was die oben erwihnten friiheren 
Ergebnisse des Verfassers wahrscheinlich machen. 

Es ist noch darauf hinzuweisen, daB die Hemmung durch saures 
Sulfit auch nicht auf einem primaren Angriff auf das Benzidin beruhen 
kann, da Zusatz von | Tropfen n/10 Jodlésung zu den Gemischen mit 
maximal 1/359 Mol saurem Sulfit normale Benzidinblaubildung gab 
Immerhin diirften in dem ziemlich komplizierten System manche 
Teilreaktionen nebeneinander hergehen. 

Ein Versuch, durch Stehenlassen von Eisensalz mit Sulfit vor der 
Belichtung eine Abbindung und damit etwa eine Herabsetzung det 
wirksamen Sulfitdosis zu erzielen, hatte keinen Erfolg. 

Die vorgetragenen Ansichten finden darin eine gewiss> Bestatigung. 
daB auch die beschleunigende Wirkung des Kupfers durch Sulfit ge- 
hemmt werden kann, und zwar durch Mengen, die unter den fiir die 
Kisenhemmung nétigen liegen. Bei Anwendung von ' / 499 999 Mol Kupfer- 
sulfat hemmten 1/5999) Mol saures Natriumsulfit die Benzidinblau- 
bildung vollstandig; '/so9e9 bis "/so9 999 Mol Sulfit hemmten um etwa 
80 bis 90 Proz., und erst '/ go 999 Mol Sulfit lie’ normale Farbstoff- 
bildung zu. 


B. Versuche mit Cyankali. 


Auch Cyankali hatte eine Hemmung der Eisenwirkung in dem 
; £ K 
hier untersuchten System zur Folge. In Gegenwart von !/ jo 99.9 Mol 
Ferroammonsulfat hémmte '/,9999 und auch noch "/)5 999 Mol Cyan- 
kalium die Benzidinblaubildung fast vollstandig, wahrend bei ' 49 999 Mol 
schon normale Farbstoffbildung vorhanden war; bei Anwendung von 
/so000 Mol Eisen war die Hemmung durch '/,9999 Mol Cyankalium 
volisténdig. Auch hier lassen die Unterschiede in den quantitativen 
Beziehungen bei Anwendung von Mangan und Kupfer an Stelle von 
Eisen auf eine spezifische Wirkung des Cyankaliums auf das Schwer- 
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metall schlieBen: '/;, Mol Manganochlorid wurde durch minimal 599 Mol 
Cyankali, 4/599 Mol Manganochlorid durch minimal */¢599 Mol véllig 
gehemmt. Immerhin ist auffallend, daB bei Anwendung von */499 999 Mo! 
Kupfersulfat véllige Hemmung erst durch die relativ hohe Cyankali 
konzentration von '/;999 Mol bewirkt wurde. 

Die Versuche zeigen jedenfalls so viel, daB bei den hier behandelten 
photochemischen Reaktionen, die als Modellversuche fiir die Licht- 
reaktionen im Chloroplasten gedacht sind, Verhaltnisse vorliegen wie 
sie bei den als Dunkelreaktion vor sich gehenden Eisenkatalysen 
O. Warburgs gegeben sind. 

Die Tatsache, daB unter Umstanden die zur Hemmung der Schwer- 
metallwirkung nétige Sulfitmenge betrachtlich unterhalb der vor. 
handenen Schwermetallmenge liegt, kann mit der von O. Warburg 
nachgewiesenen Reversib'litat der physiologischen Blausaiurewirkung 
in Beziehung gebracht werden, insofern als die Einwirkung der ge- 
nannten Stoffe auf Schwermetell offenbar nicht in einer Bildung von 
Verbindungen héherer Ordnung nach der gewéhnlichen Art besteht 
es diirften nur sehr lockere Anlagerungen besonderer Art in Frage 
kommen. 


Theoretisches tiber die Beziehung zwischen Fluoreszenz 

und photochemischer Wirkung. 

So augenfillig die zwangsliufige Verbindung zwischen der Fluo- 
reszenz der organischen Farbstoffe und deren photooxydativer Wirkung 
im sichtbaren Lichte ist'), so dunkel sind noch die tieferen Ursachen 
dieses Zusammenhangs. Die Feststellung von Neuberg und Galambos*). 
wonach unter den von ihnen untersuchten fluoreszierenden, organischen 
Farbstoffen nur die Anthracenderivate neben der biologischen, ,,photo- 
dynamischen‘‘ Wirkung auch Spaltung chemischer Substrate bewirken. 
wiirden wohl unter Hinzuziehung der eingangs erwihnten, spateren 
Befunde von Gaffron einen Wegweiser fiir weiteres Vordringen in 
dieser Frage abgeben. 

Eine wichtige Feststellung, die zu den hier mitgeteilten Ergebnissen 
in reziprokem Verhiltnis steht, machte Kautsky*); es gelang ihm 
fluoreszierende Farbstoffe, wie Rhodamin, Echtsiureeosin und andere 
zur Chemilumineszenz zu bringen, indem er diese Farbstoffe an die 
aus diinnsten Lamellen bestehenden Kristalle einer oxydablen Silicium 
verbindung (Siloxen) adsorbieren konnte, so daB die Adsorbate dic 
Fluoreszenz des betreffenden Farbstoffs zeigten und bei Oxydation des 


') Vgl. hierzu die Ausfiihrungen des Verfassers, |. c. 1925. 
2) C. Neuberg und A. Galambos, diese Zeitschr. 61, 315, 1914. 
3) H. Kautsky, Zeitschr. f. physikal. Chem. 120, 230, 1926. 
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siloxens mit Kaliumpermanganat starkes Reaktionsleuchten auf- 
riesen, das mit dem Fluoreszenzspektrum des Farbstoffs iiberein- 
‘timmte. Es ist also in diesem Falle gegenliufig zu den hier mit- 
geteilten Befunden, aus der Siloxenoxydation stammende freie 
Energie auf den Farbstoff iibertragen und in Strahlungsenergie um- 
gewandelt worden. 

Im besonderen interessiert hier die Beteiligung der Schwermetall- 
salze an der photochemischen Oxydation. Méglich ist, daB diese als 
Sauerstoffiibertriger peroxydischen Sauerstoffs wirken, dessen Ent- 
stehung irgendwie mit der Belichtung fluoreszierender Farbstoffe zu- 
sammenhangt. Eine solche Peroxydbildung wird von Gebhard') ver- 
treten, der sogar festes Farbstoffperoxyd durch Belichtung hergestellt 
haben will; Weigert?) konnte Wasserstoffperoxyd bei der Belichtung 
von Chininsulfat nachweisen. Auch der Verfasser*) hat diese Méglich- 
keit friiher theoretisch ins Auge gefaBt, betonte aber, in Uhberein- 
stimmung mit Weigert, daB die Wirkung belichteter, fluoreszierender 
Farbstoffe die des Wasserstoffperoxyds iibersteigt. 

Eine andere Erklarungsméglichkeit gibt die Annahme, daB durch 
den belichteten fluoreszierenden Farbstoff sowohl der Akzeptor, im 
vorliegenden Falle Benzidin, als auch besonders das Schwermetall in 
angeregten Zustand iiberfiihrt wird, so daB eine Reaktion mit mole- 
kularem Sauerstoff méglich wird. Baudisch*) fiihrt die physiologische 
Wirkung radioaktiver Mineralwisser auf das Vorhandensein kurz- 
lebigen, vielleicht durch Radiozerfall aktivierten Eisens zuriick. Ferner 
sind hier die Versuche Newbergs*), der mit belichteten Eisensalzen 
oxydative Spaltungen erhielt, zu erwihnen, wenn auch hierbei eine 
unmittelbare Lichtwirkung auf das Eisen vorliegt. Andererseits hat 
der Verfasser friiher (1. c., 1920) festgestellt, daB den Schwermetallsalzen 
keine physiologische, ,,photodynamische“ Wirkung auf Paramaecien 
nach Art der Eosinwirkung zukommt. 

Man kann so vielleicht zu folgender Vorstellung gelangen: Die 
Schwermetalle kénnen durch Strahlung wie auch durch _belichtete 
fluoreszierende Farbstoffe aktiviert werden. Die Art der Aktivierung 
kann verschieden sein. Insbesondere ist die in Gegenwart von fluo- 
reszierenden Farbstoffen im Lichte entstehende aktive Form zur 
Férderung von Reaktionen befahigt. die wie die hier untersuchte 


1) K. Gebhard, Zeitschr. f. angew. Chem. 22, 2484, 1909; 23, 820, 1910. 

2) Fr. Weigert, Nernstfestschrift 464. Halle 1912. 

3) 1. ce. 1920 und 1925. 

4) O. Baudisch, Arch. f. Balneologie 1, 1, 1925; Naturwiss. 18, 749, 1925; 
O. Baudisch und L. Welo, Journ. of Biol. Chem. 64, 771. 1925. Vgl. hierzu 
L. Fresenius und K. Harpuder, Klin. Wochenschr. 5, 2304, 1926. 

5) C. Neuberg, diese Zeitschr., u. a. 29, 293, 1910. 
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Benzidinblaubildung in ihrem Endeffekt einer Wasserstoffperoxy: 
reaktion gleichen. 

Diese Vorstellungen wiirden eine Bestatigung finden, wenn es 
gelinge, in dem System Eosin—Benzidin—Eisen das mit sichtbarem 
Licht bestrahlte Eosin durch kurzwellige Strahlung zu ersetzen, was 
der Verfasser zu untersuchen gedenkt. 


Riickblick. 

Die vorliegenden Untersuchungen waren in der Absicht unte: 
nommen worden, zwei Eigentiimlichkeiten des Assimilationsapparats 
die Fluoreszenz des Chlorophylls und das Vorkommen von Eisen im 
Chloroplasten, zur Behandlung der Frage nach dem Chemismus der 
Photosynthese mit heranzuziehen. Im folgenden soll nun kurz das 
Fiir und Wider eines solechen Versuchs beleuchtet werden. Folgende 
Punkte sind einer theoretischen Angleichung der Modellversuche mit 
Benzidin an die Verhialtnisse bei der Kohlensaureassimilation giinstig 

1. Die GréBenordnung der durch Chlorophyll erreichbaren Photo 
oxydation im sichtbaren Lichte entspricht der AssimilationsgréBe det 
lebenden Zelle, wie in der Einleitung ausgefiihrt wurde. 

2. Die photooxydative Wirkung des Chlorophylls kann durch 
Fisen, das im Chloroplasten vorhanden ist, stark gesteigert werden 
Von Bedeutung ist vielleicht hierbei, daB auch Ferrocarbonate, deren 
Vorkommen im Chloroplasten ohne weiteres denkbar ist, diese Wirkung 
besitzen, und daB diese Verbindungen nach den Untersuchungen von 
Baudisch ganz besonders ausgepragte physiologische Wirkungen im 
aktivierten Zustande besitzen. 

3. Die beschleunigende Wirkung des Eisens auf die Photoox, 
dation des Benzidins kann gerade durch solche Stoffe unterbunden 
werden, die schon in kleinsten Mengen eine Hemmung der Kohlen 
siureassimilation bewirken. 

4. Im lebenden Blatte tritt nach irgendwelcher Assimilations 
sistierung, sei es x. B. durch Kohlensaureentzug oder Sulfitvergiftung 
bei wihrender Belichtung eine Abtétung des Protoplasmas und Aus 
bleichung des Chlorophylls auf, die sich nur durch die photooxydativ: 
Wirkung des fluoreszierenden Chlorophylls erklaren laBt (vgl. hierzu 
die friiheren Arbeiten des Verfassers). 

Als Gegenargumente stehen folgende Punkte zur Erwiagung: 


1. Die Kohlensiureassimilation ist ein Reduktionsvorgang, der 
erheblichen Energieaufwand beansprucht, wahrend es sich in den vor- 
liegenden Modellversuchen um die Oxydation eines leicht dehydrie 
baren Kérpers handelt. 
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Hierzu ist zu sagen: Eisensalze kénnen sowohl reduzierend als 
oxydierend wirken, derart, daB nach den Vorstellungen von Haber’) 
ein feuchter OxydationsprozeB einen reversiblen Vorgang darstellt 
ici den besonderen energetischen Verhaltnissen in den Chloroplasten 
ware eine Verschiebung des Gleichgewichts nach der Seite der Reduktion 
in sich jedenfalls denkbar. Ferner findet Hr. Wieland*) auch bei der 
Sauerstoffaktivierung durch Schwermetall, durch Kupfer, zunichst 
Wasserstoff, der sich bei Vorhandensein von Luftsauerstoff an diesen 
unter Peroxydbildung anlagert. Falls ahnliches fiir die hier in Frage 
kommenden Vorgange angenommen werden darf, so wiirde dies be- 
sagen, daB auf Grund einer durch das belichtete Chlorophyll bedingten 
Hisenanregung Wasserstoff aktiviert wird, der nur beim Fehlen des 
normalen Akzeptors der biologischen Reaktion, der Kohlensaure, mit 
molekularem Sauerstoff zu einem Peroxyd zusammentritt, das die 
oben erwahnten Zellschidigungen hervorruft. Einen Anhaltspunkt 
fiir das Auftreten von aktivem Wasserstoff im Verlauf der normalen 
Kohlenséureassimilation erblickt der Verfasser in der von ihm ge- 
fundenen Tatsache*), daB Assimilationshemmung durch Kohlensaure- 
entzug, Uberfiitterung mit Zucker oder Narkotisierung bei wahrender 
Belichtung in flavonolhaltigen Blattern Hydrierung des Flavonols zu 
Anthocyan in den griinen Zellen zur Folge hat. 

Diese Vermutung iiber eine Mitwirkung des Eisens bei der Kohlen- 
siureassimilation schlieBt nicht aus, daB dieses auch an der Aktivierung 
der Kohlensaure beteiligt sein kénnte. 

2. Die beschleunigende Wirkung des Eisens auf die Photooxydation 
des Benzidins durch Eosin ist keine echte Katalyse, sondern eine 
induzierte Reaktion. 

Auch hiergegen kann unter Zuriickgreifen auf die besondere 
Leistungsfahigkeit der griinen Zelle die Annahme gemacht werden, 
da8 durch irgendwelche Prozesse eine Regeneration des verbrauchten 
Kisens stattfindet. Davon abgesehen bestchen zwischen induzierender 
und katalytischer Wirkung keine scharfen Grenzen. 


Betreffs der Hemmung der Eisenwirkung bei der Benzidinphoto- 
oxydation durch saures Sulfit sei noch folgendes mitgeteilt: 

Der Verfasser hatte (1. c., 1925) gezeigt, daB die Rauchgasschadigung 
(Schwefelsiurevergiftung der Vegetation) in Assimilationssistierung 
und der dadurch erméglichten photodynamischen Wirkung des Chloro- 


1) F. Haber, Zeitschr. f. physikal. Chem. 84, 513, 1900; zusammen mit 
F. Bran, ebendaselbst 35, 81, 1900; F. Haber, Zeitschr. f. Elektrochem. 7, 


441, 1900/01. 
2) Hr. Wieland, Ann. d. Chem. 484, 185, 1923. 
3) Kurt Noack, Zeitschr f. Botanik 14, 1, 1922. 
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phylils auf das Protoplasma zu suchen ist. Die Modellversuche de: 
vorliegenden Arbeit lassen den SchluB zu, daB diese Assimilations 
hemmung auf Eisenabbindung zuriickzufiihren ist. Hieraus ergily 
sich die Folgerung, daB mit schwefliger Siure im Dunkeln vorbehande'lt: 
Pflanzen durch Darreichung von Eisenverbindungen vor der erst in 
Lichte einsetzenden Nachwirkung der Behandlung mit schweflige: 
Siiure mehr oder weniger geschiitzt werden kénnten. Noch nicht ab 
geschlossene Untersuchungen im Institut des Verfassers lassen diese 
Annahme als berechtigt erscheinen und ergeben umgekehrt eine B« 
statigung der in dieser Arbeit vorgetragenen Ansichten. 

Der Verfasser ist sich bewuBt, daB Modellversuchen wie den vor 
liegenden fiir die Erklirung biologischer Vorginge nur bedingter Wert 
zukommt und daB eine Behandlung des Problems der Kohlensiure 
assimilation nicht an einzelne Eigentiimlichkeiten des komplizierten 
Aufbaus der Chloroplasten und eine einzige Eigenschaft des Chlorophy!!s 
gebunden bleiben darf. Jedoch halt er sich fiir berechtigt, einen Lebens 
vorgang, der noch so gut wie vollstandig im Dunkeln liegt, auch von 
einem einseitigen Standpunkt aus zu beleuchten. 


Die vorliegende Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, wofiir dieser 
auch hier der Dank ausgesprochen sei. 


Zusammenfassung. 

Der Verfasser untersuchte im Hinblick auf die Kohlensiureassi 
milation der griinen Pflanze und auf die Tatsache des Eisenvorkommens 
in den Chloroplasten die photooxydative Wirkung des Eosins und 
fluoreszierenden Chlorophylls auf Benzidin, ein System, das er schon 
friiher behandelt hat, und versuchte durch Zusatz von Eisen, eine 
Beschleunigung der Benzidinphotooxydation zu erzielen, wie er sie 
friiher durch Manganzusatz erhalten hatte. 

Es zeigte sich, daB besonders Ferrosalze eine betrachtliche Be- 
schleunigung der Benzidinphotooxydation durch Eosin wie auch durch 
fluoreszierendes Chlorophyll bewirken, jedoch mit dem Unterschied 
gegeniiber Mangansalzen, daB nur sehr geringe Eisenmengen wirksam 
sind und gréBere, die noch unter der wirksamen Minimalkonzentration 
des Mangans liegen, véllige Hemmung der Reaktion zur Folge haben 

Das Eisen wirkt hierbei induzierend, wahrend Kupfer, als Sulfat 
verwandt, noch weit stirker wirksam ist und die Reaktion katalytisch 
beeinfluBt. 

Die hemmende Wirkung von schwefliger Siure und Cyankali in 
kleinen Mengen auf die Kohlensaureassimilation findet in den Model! 
versuchen eine Analogie, indem diese Stoffe die beschleunigenc« 
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Virkung des Eisens im belichteten System Eosin—Benzidin aufheben 
o daB auch auf Grund dieser Versuche eine Beteiligung des Eisens an 
ler _Kohlensaureassimilation denkbar ist. 

Die Untersuchung macht es ferner wahrscheinlich, daB die Fluo 
reszenzeigenschaft des Chlorophylls mit einer aktivierenden Wirkung 
des belichteten Farbstoffs auf Eisen irgendwie verbunden ist, das 
dann seinerseits in einer ebenfalls noch unklaren Weise bei der Kohlen 
saureassimilation beteiligt zu denken ist. 

Die vom Verfasser friiher gefundene Tatsache, wonach die Rauch- 
gasschadigung der Vegetation in einer Hemmung der Photosynthese 
und der damit verbundenen Ablenkung der photochemischen Energie 
des Chlorophylls auf das Protoplasma besteht, laBt sich an Hand der 
obigen Modellversuche dahin erweitern, daB der eigentliche Angriffs 
punkt der schwefligen Siure im Eisen des Assimilationsapparats zu 


suchen ist 





Uber die enzymatische Milchsiurebildung im Muskelextrakt. 


II]. Mitteilung: 
Die Milehsiurebildung aus den girfihigen Hexosen. 


Von 
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Wie in den vorangehenden Mitteilungen!) gezeigt, werden di 
verschiedenen Kohlehydrate in abstufbarer Leichtigkeit durch das 
geléste milchsiurebildende Enzym des Muskels gespalten. Am 
leichtesten, wenn auch keineswegs mit gréBter Geschwindigkeit, dic 
Hexosediphosphorsaure der Garung, da cofermentfreier Muskelextrakt 


1) Diese Zeitschr. 178, 395, 462, 1926. 
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ferner soleher, der durch Erwirmen auf 37° oder 24stiindiges Stehen 
uf Eis seine sonstige glykolytische Fahigkeit eingebiiBt hat, noch zur 
Spaltung des Phosphorsaureesters in aquimolekulare Mengen Milch- 
siure und Phosphorsaure imstande ist. Dann folgen die Polysaccharide 
ind ihre anhydrischen Spaltprodukte, Glykogen, Starke, Amylopectin, 
\mylose, Trihexosan und Dihexosan, die von frischem Muskelextrakt, 
der mit isotonischer KCl-Lésung oder destilliertem Wasser hergestellt 
ist, mit nahezu gleicher und fiir mehrere Stunden nur langsam ab- 
fallender Geschwindigkeit in Milchsiure gespalten werden, einer Ge- 
schwindigkeit, die bei geniigendem Phosphatgehalt etwa der spontanen 
Milchsdurebildung zerschnittener Muskulatur gleichkommt. Als dritte 
Gruppe folgen die garfahigen Hexosen, deren Spaltung zwar in bestimmt 
hergestelltem, frischem Extrakt und daraus gewonnenen Trocken- 
praparaten schon an und fiir sich stattfinden kann, aber viel rascher 
erlischt als der Umsatz der Polysaccharide. Jedoch kann durch Zusatz 
eines aus der Hefe gewonnenen Aktivators dem unwirksamen Muskel- 
extrakt die Fahigkeit zu auBerst rascher Glykolyse verliehen werden. 
Mit diesem Gegenstand beschaftigt sich die vorliegende Mitteilung, 
wobei die weitgehende Analogie des Hexoseumsatzes im ,,aktivierten* 
Muskelextrakt und bei der zellfreien alkoholischen Garung in einem be- 
sonderen Kapitel behandelt wird. 


I. Milehsiurebildung aus Hexosen ohne Hefeaktivator. 


Mit unterkiihlter isotonischer Kaliumchloridlésung hergestellte Ex- 
trakte aus Froschmuskeln (Temporaria) sind den Hexosen gegeniiber 
nahezu wirkungslos, erheblich aktiver dagegen die mit destilliertem Wasser 
hergestellten Ausziige. Allerdings sind diese, speziell aus der Muskulatur 
von Herbstfréschen, nicht so frei von Kohlehydrat wie die Kalium- 
chloridextrakte. Doch la8t zich bei Zusatz von Hexosen eine deutliche, 
oft mehrere Stunden anhaltende Steigerung der schwachen spontanen 
Milchsaéurebildung erzielen. Dabei ergibt sich zum Unterschied vom 
Umsatz der Polysaccharide, daB diese Spaltung niemals mit hoher 
Geschwindigkeit einsetzt, um dann auf ein nahezu konstantes Niveau 
abzufallen, sondern daB umgekehrt die Spaltung oft erst nach einer 
langeren Induktionsperiode beginnt und dann entweder konstant ist 
oder schwach ansteigt. 

Noch giinstigere -Resultate als mit den Wasserextrakten aus 
Temporarienmuskeln erzielt man mit Extrakten aus Kaninchen- 
muskulatur, besonders wenn auch hier die Extraktion mit Wasser oder 
hypotonischer KCl-Lésung geschieht. Da hier haufig der Glykogen- 
umsatz rasch abfaillt, wihrend der Zuckerumsatz langsam steigt, kann 
sogar in gewissen Perioden der letztere gréBer sein. Im ganzen werden 
aber auch hier die garfahigen Hexosen mit kaum der halben Geschwindig- 
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keit wie das Glykogen umgesetzt. Wahrend ferner ein 15 Stunden aut 
Eis gehaltener Extrakt aus Kaninchenmuskeln die Polysaccharic; 
noch gut spaltet, ist seine Faihigkeit gegeniiber den Hexosen erlosche; 
Die Abstufung der Empfindlichkeit ist hier also dieselbe wie im Frosc). 
muskelextrakt, aber das ganze Fermentsystem stabiler. SchlieBlic/, 
kann man durch Fallung von frischem Extrakt, der Hexosen glykolysiert 
ein haltbares Acetonpulver gewinnen, das auch noch zur Spaltung de: 
Zucker befahigt ist. 

Die Versuche wurden zum groBen Teil nach der manometrischen 
Methode unter Beriicksichtigung der hierbei anzubringenden Korrek 
turen fiir Milchsdureretention und Phosphatumsatz (Veresterung 
bzw. Abspaltung) und eventuell noch fiir Verdiinnung bei Zusatz des 
Kohlehydrats ausgefiihrt. Wie schon in der ersten Arbeit erwihnt 
liefert beim Umsatz der Hexosen ohne Aktivator die manometrische 
Methode etwas zu kleine Werte, denn bei der Spaltung der Hexosen 
wird der praformierte Phosphorsiureester (Lactacidogen) meist mehr 
oder weniger stark aufgespalten. Die hierbei auftretende Alkalisierung 
ist aber gréBer als sich aus der Differenz der p,-;-Werte von Phosphor. 
siure und Hexosediphosphorsaure berechnet!). Inzwischen wurden 
auch die Dissoziationskonstanten der Hexosemonophosphorsauren 
(Robisonsche und Neubergsche Siure) bestimmt’). p,; fiir diese 
ergab sich, wie erwartet, kleiner als bei der Harden- Youngschen Saure 
nimlich zu 6,11. Schreibt man dem EHmbdenschen ,,Lactacidogen” 
hypothetisch eine solche Konstitution zu*), so wird die Ubereinstimmung 
zwischen beobachteter und berechneter pg-Verschiebung besser. Bei 
totaler Abspaltung des Phosphats aus dem Ester mu dann in der 
Gegend des Neutralpunkts die py-Verschiebung 0,70 betragen, was 
unter den Bedingungen der manometrischen Versuche gleich 112 emm 
CO, fiir 1 mg P,O,,ist, wahrend sich fiir die Spaltung der Hexose 
diphosphorsaure pro 1 mg P,O; 82cmm CQO, ergibt. Wahrend vor. 
laufig der gréBere Wert, der allerdings immer noch etwas zu klein 
erscheint, fiir die Aufspaltung des praformierten Esters verwandt wird 
werden als Veresterungskorrektur fiir Bildung und Spaltung des Di-Esters 
wie hisher 82 emm CQ, und bei Zusatz von Salzen in m/10 Konzentration 
100 cmm CO, (px-Verschiebung 0,61) benutzt. 

Der Verlauf des Phosphatumsatzes beweist, daB den Hexosen ein 
verhaltnismaBig geringe Veresterungstendenz zukommt. Im Gegensatz 
zum Umsatz der Polysaccharide nimmt bei der Glucosespaltung das 
veresterte Phosphat meist nicht zu, sondern ab. Man kénnte deshalb 


1) Vgl. O. Meyerhof und J. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 440, 192: 

2) Vorlaufige Mitteilung O. Meyerhof und K. Lohmann, Naturw. 1 
1277, 1926. 

8) Vgl. Embden und Zimmermann, Ber. d. ges. Physiologie 88, 157, 192: 
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die Frage aufwerfen, ob der Zerfall der Hexosen iiberhaupt iiber einen 
Phosphorsaureester fiihrt. Das ergibt sich aber, abgesehen von den 
Versuchen des nichsten Abschnitts, aus dem Verhalten des Fluorids 
In mittleren Konzentrationen kommt es hier bei gleichzeitiger Hemmung 
der Glykolyse zu einer Anhaiufung der Hexosediphosphorsaure. Im Sinne 
der in der vorigen Arbeit gegebenen Erklarung der Fluoridwirkung?) 
hiuft sich das Stabilisierungsprodukt der Veresterung an, da die 
Wiederaufspaltung des Esters gehemmt wird. Bei sehr hoher Fluorid- 
konzentration nimmt der Phosphorsaureester nicht zu, weil hier auber 
der Spaltung auch die Synthese gehemmt wird. DaB die Veresterung 
der Glucose unter der Wirkung des Fluorids von anderen Forschern 
bisher nicht beobachtet wurde, ist verstiandlich, da eben eine solche 
Veresterung nur unter Bedingungen stattfindet, die bei Abwesenheit 
von Fluorid die Milchséurebildung erméglichen. Diese liegen aber bei 
den Hexosen nur unter speziellen Umstanden vor. > 
Im folgenden sind einige Versuche mit Wasserextrakt von Frosch- 
muskulatur sowie Wasser- und Kaliumchloridextrakt von Kaninchen- 
muskulatur wiedergegeben. Aus den yyy. 
Kurven ersieht man das allmahliche An- G7 
steigen der Glykolyse in den ersten Ver- 
suchsstunden. Wird das Kohlehydrat 96) 
vorher zugesetzt, so entgeht besonders 
bei Kaninchenmuskelextrakt ein erheb- 
licher Teil des Glykogenumsatzes der 
Messung, wihrend der Glucoseumsatz 
nahezu vollstindig in die MeBperiode 
fallt. Dadurch scheinen die betreffenden 
Versuche (Tabelle i111) etwas zu giinstig. 
Auch sind in den Tabellen nur die posi- 
tiven Versuche aufgefiihrt, waihrend ein 
nicht unbetrichtlicher Teil mit den 
Hexosen ohne Aktivatorzusatz iiberhaupt 









mg 





negativ verlauft. 


Abb. 1. 


Spaltung von Glykogen und Glu 
A. Froschmuskelextrakt. cose durch Wasserextrakt aus 
Froschmuskeln one Aktivator 
Als Beleg fiir einen durchschnittlichen e @ ohne Zusatz 
——_—e>< mit Glucose 


a 4 mit Glykoyen 





Versuch von Wasserextrakt aus Frosch- 
muskulatur diene Abb. 1. Als weiteres 
Beispiel ist in der Tabelle I ein Versuch (9. Juni 1926) angegeben 
in dem neben der Milchsiurebildung die Phosphatveresterung be 
stimmt ist. Wahrend mit Glucose allein eine teilweise Aufspaltung 





1) Diese Zeitschr. 178, 482. 1926. 
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des praformierten Esters erfolgt, nimmt in Gegenwart von Glucos: 
+ Fluorid die Veresterung zu. 


Tabelle I. 
9. Juni 1926. Je 0,5ccm dest. Wasserextrakts aus Froschmuskeln auf 0,9 ecn 
aufgefiillt; mit 0,02 mol. NaHCO, und den angegebenen Kohlehydrat 
zusitzen, in 90 Minuten bei 20°. 





. a a no 7 Daraus | | aoe 
‘ onsti or Or y te | 2 
Nr. | Kohlebydrat ay ( ~ Andeveng a rung | —- 
Veresterung) | mg Zucker | mg 
l 0,085 _— — - 
2 0,22 Proz. 
| Glucose — 0,406 + 0,030  (— 0,04) 0,41 
3 0,22 Proz. 
Glucose 0,02n NaF 0 — 0,257 0,33 0,33 
4 0,45 Proz. 
Stirke 0,734 0,140 0,18 0,91 


Der Vergleich der Glykolysegeschwindigkeit verschiedener Zucker 
ist in der Tabelle Il enthalten, wo in der letzten Spalte die relative 
Umsatzgeschwindigkeit (fiir Starke = 100) unter Abrechnung der 
spontanen Milchsiurebildung verzeichnet ist (vgl. auch Tabelle III, 
Nr. 2, mit Kaninchenmuskulatur). 


Tabelle Il. 


Umsatzgeschwindigkeit verschiedener Hexosen ohne Aktivator. 
Je 0,6 com Wasserextrakt auf 0,9 ccm geben in 90 Minuten bei 20°: 





I | Proz. des Starke: 


Nr. Datum | Koblehydratzusatz | mg Milchsaure wensatees 
5 la 10. VI. ~ 0,052 — 
b 0,4 Proz. Glykogen | 0,54 63 
¢ 04 , Starke 0,83 100 
d 0,2 ., Glucose 0,20 20 
e 0,2 , Fructose 0,18 17 
f 0,2, Mannose 0,15 13 
g 02 , Galaktose 0,07 3 
2a 11. VL. — 0,088 ~ 
b 04 . Starke 0,56 100 
c 0.2 . Glucose 0,29 42 
d 0.2 . Maltose 0,15 13 
e 0,2, <Amylobiose 0,16 16 
f oe + Saccharose 0,088 0 


Wiahrend Galaktose und Saccharose unwirksam sind, werden die 
anderen Mono- und Disaccharide, wenn auch mit geringerer Geschwindig- 
keit als Glucose gespalten. Das Verhiltnis zwischen Glucose und 
Fructose wechselt jedoch, indem in etwas alterem Extrakt die Fructose 
spaltung sich als stabiler erweist. 
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B. Kaninchenmuskeleztrakt. 


Die gréBere Stabilitat des Kaninchenmuskelextrakts, die bereits in 
der ersten Arbeit dieser Serie hervorgehoben ist, bewahrt sich auch in 
der Milchséurebildung aus Hexosen, wobei die relative Wirkungsstarke 
im Vergleich mit Glykogen bei 20° und 37° ziemlich ahnlich ist. In 
Tabelle III ist eine Versuchsserie angegeben, wo bei 37° mit demselben 
Extrakt der Hexosenumsatz sofort, nach 3% und nach 21 Stunden 
untersucht ist. Hierbei sind auch einige Versuche mit Insulin auf- 
gefiihrt, die zeigen, daB es auf die Geschwindigkeit der Spaltung keinen 
KinfluB hat. Auch wenn in gealtertem Extrakt die Glucose spontan 
nicht mehr angegriffen wird, wird durch Insulin niemals eine Aktivierung 
erreicht oder eine Veresterung der Glucose mit Phosphat ermdglicht 
Auch in Verbindung mit Hefeaktivator besitzt das Insulin keine er- 
kennbare Wirkung auf den Umsatz der Glucose im Muskelextrakt von 
Frosch- oder Kaninchenmuskulatur. 


Tabelle Ill. 
1. Juni 1926. Je 0,52 ccm Extrakt in 0,9proz. KCI auf 1,0 com autgefiil!r. 
Umsatz bei 37° in 90 Minuten. 





Nr. Extrakt Koblehydratzusatz ary = aS 
umsatzes 
la frisch — : 0,10 
b = 4mg Glykogen — 1,33 100 
e ‘s 2 . Glucose 1,27 95 
d . Sw " 4.10-° 1,24 95 
e . Ss ‘ 2.10-6 1,26 9 
2a | 31/gh spater — 0,02 
b " 4mg Glykogen 0,99 100) 
c . 2 . Glucose 0.86 85 
d i Ss « = 4.107! 0,75 75 
e a 2 , Fructose - 0.44 48 
f ‘ 2 ., Mannose 0.48 47 
£ . 2 . Galaktose 0,035 2 
h i. 2 Maltose 0.14 12 
3a 215 spater - 0,07 
b - 4mg Glykogen 0.44 100 
C “ 2 . Glucose - 0.07 0 


Wihrend die glykolytische Wirksamkeit des Extrakts bei 
31, stiindigem Stehen in Eis noch nicht bedeutend geschwicht ist, ist 
sie nach 21 stiindigem Stehen gegeniiber Glucose erloschen, gegeniiber 
Glykogen auf ein Drittel gefallen. 

Bei Extrakten, die Glucose gut spalten, gelingt es, dies Vermégen 
durch Herstellung von Acetondauerpriparaten fiir Wochen zu kon 
servieren. Tabelle IV enthalt eine derartige Versuchsreihe, in der die 
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Wirksamkeiten des frischen Extrakts, des Extrakts nach mehrer:), 
Stunden, sowie der Acetondauerpriparate nach | Tag und 3 Wochen 
untersucht sind. 

Die Versuche 1, 3 und 4 der Tabelle IV sind auch auf den Abb. 2 
3 und 4 fiir die ganze Versuchszeit dargestellt. Sowohl in der Tabel| 
wie auf den Abbildungen sind einige Versuche unter Zusatz von Hefe 
aktivator enthalten, die in das nachste Kapitel gehéren. Der auber 
ordentliche Unterschied in der Geschwindigkeit der Anfangsperiode ist 
sehr auffallend. Der rasche Abfall in Gegenwart des Aktivators steht 
mit der Erschépfung des Phosphats bzw. des freien Zuckers in Zu 
sammenhang, worauf unten eingegangen wird. In dem Versuch | ist 
auch die Phosphatveresterung angegeben. Aus Id, letzte Spalte sieht 
man, daB der Gesamtzuckerumsatz der zugegebenen Glucosemeng: 
fast genau entspricht. 


Il. Milchsiurebildung aus Hexosen mit Hefleaktivator. 


A. Ubersicht. 


Die besondere Eigentiimlichkeit der Hexosespaltung im Muskel. 
extrakt besteht, abgesehen von ihrer gréBeren Empfindlichkeit, i: 
dem langsamen Einsetzen der Reaktion. Wie bei den Polysacchariden 
die schnelle Anfangsperiode mit der starken Anhiufung von Phospho: 
siureester zusammenfillt, ist umgekehrt bei dem Glucoseumsatz div 
Veresterungstendenz klein. Es lag nahe, diese Veresterungstendenz 
durch Zugabe eines Hefeauszugs zu verstairken, da ja der Zucker im 
Hefeextrakt wiihrend der ersten Giirungsperiode glatt verestert wird 
Dieser Gedanke erwies sich als richtig, und der verantwortliche Aktivator 
war leicht zu isolieren. Seine Lésung blieb, im Eisschrank aufbewahrt 
fiir Wochen haltbar. Bei Zugabe einer gewissen Menge Aktivator, die 
bei der gewéhnlichen Herstellung ohne weitgehende Reinigung gegen 
1 mg organische Trockensubstanz enthalt auf 1 ecem Glykolysegemisch 
wird der Verlauf der Zuckerspaltung vollstandig verindert. Sie setzt 
nunmehr mit sehr hoher, fiir eine gewisse Zeit ziemlich konstanter 
Geschwindigkeit ein, die dann steil abfallt und einer zweiten Periode 
stark herabgesetzter, aber fiir langere Zeit ebenfalls annahernd kon. 
stanter Geschwindigkeit Platz macht. Die gleichzeitige Untersuchung 
der Phosphatveresterung lehrt, daB in der ersten Periode Phosphat 
verestert wird, und zwar aquimolekular zu der entstehenden Milchsaur: 
daB aber der rasche Abfall in den Zeitmoment fallt, wo entweder de: 
freie Zucker durch Ubergang in Milchséure und Ester, oder aber das 
freie Phosphat durch Veresterung véllig verschwunden ist und nunmel! 
die Wiederaufspaltung der gebildeten Hexosediphosphorsiure di 
Geschwindigkeit der Gesamtreaktion bestimmt. Allerdings kommt es 1) 
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weniger guten Extrakten oder auch bei geschwichtem Aktivator 
ofters zu einem Stillstand des Prozesses, ehe das anorganische Phosphat 
oder der freie Zucker erschépft ist. Haufiger noch als dieses vorzeitige 
Stehenbleiben ereignet sich eine andere Abweichung von der obigen 
Regel: Bei Uberschu8 an Zucker sinkt nach totaler Veresterung des 
anorganischen Phosphats die Geschwindigkeit nicht auf einen konstanten 
Wert, der etwa der Spaltungsgeschwindigkeit zugesetzter Hexose- 
diphosphorsaure entspricht, sondern sinkt annahernd oder ganz auf 
Null. Versuche mit variierter Zuckermenge und solche, die in einer 
spateren Arbeit iiber die Spaltung der Hexosemonophosphorsauren mit- 
geteilt werden, zeigen, daB bei ginzlichem Fehlen des anorganischen 
Phosphats der Fermentkomplex geschwiicht ist und unter solchen 
Umstanden auch die Wiederaufspaltung angehaufter Hexosediphosphor- 
saure nicht mehr glatt gelingt. Man erkennt dies leicht, indem dann 
bei kleinerer Zuckerkonzentration, die nicht hinreicht, das Phosphat 
restlos zu verestern, die Wiederaufspaltung rascher verliuft und der 
Gesamtumsatz den bei gréBerer Zuckermenge schlieBlich iibertrifft. 
Vorweggenommen sei zu dem im folgenden Kapitel angestellten Vergleich 
mit der alkoholischen Girung, daB diese sich bei vélligem Fehlen des 
anorganischen Phosphats ahnlich verhalt. Wie schon Harden und Young 
beobachteten!), kommt sie ebenfalls unter solchen Umstanden zum 
Stehen, und Zugabe von Phosphat wirkt nunmehr auf den Gesamt- 
umsatz viel starker, als der Aquivalentbeziehung der Harden- Y oungschen 
Gleichung entspricht. 

Bei der Analyse der Vorgiinge sehen wir von diesen unvollstandigen 
Spaltungen ab und beschaftigen uns nur mit den normal verlaufenden, 
bei denen in geeigneter Konzentration der zugesetzte Zucker in kurzer 
Zeit total umgesetzt wird. Da der ProzeB stets in zwei scharf getrennte 
Perioden zerfallt, analog der alkoholischen Garung im Hefeextrakt, so 
gibt der Gesamtumsatz in der Versuchszeit nicht eine bestimmte Ge- 
schwindigkeit wieder. Die Geschwindigkeit der Veresterungs- oder 
Phosphatperiode mu8B von der Geschwindigkeit der zweiten Phase, die 
durch die Wiederaufspaltung der Hexosediphosphorsiure bestimmt 
wird, unterschieden werden, und nur die Kurve des Verlaufs gibt ein 
richtiges Bild. Da anfangs ebensoviel Zucker durch Veresterung wie 
durch Milchsiurebildung verschwindet, muB zur volistandigen Analyse 
der Phosphatumsatz gleichzeitig bestimmt werden. In den Kurven ist 
der Phosphatschwund, umgerechnet auf Milligramm aquimolekulare 
Milchsiaure, nach unten von der Abszisse aufgetragen. Die ,,Veresterungs- 
korrektur‘‘ der manometrischen Messungen ist hier ziemlich betrachtlich. 
Einige chemische Bestimmungen dienten teils zur Kontrolle der mano- 


1) Proc. Roy. Soc., Ser. B. 82, 321, 1910. 
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metrischen Messungen, teils (vgl. Tabelle VIII) zur Ermittlung des 
Anfangsverlaufs nach Zusatz des Zuckers. 

Das System Muskelenzym + Hefeaktivator ist zur Spaltung der 
Glucose auch in solchen Saften imstande, die sonst keine Spur einer 
Glucosespaltung zeigen, wie vor allem im Kaliumchloridextrakt aus 
Froschmuskulatur. Andererseits ist es doch nicht so stabil wie das 
System der Glykogenspaltung. Es versagt leicht in mehreren Stunden 
alten Froschmuskelextrakten, wobei auBer der Beschaffenheit des 
Extrakts auch das Alter des Hefeaktivators eine Rolle spielt. Wahrend 
dann unter Umstianden iiberhaupt keine Reaktion mehr eintritt, kann 
man bei guter Beschaffenheit von Enzym und Aktivator durch Ab. 
stufung der Menge des letzteren eine abgestufte Geschwindigkeit der 
Phosphatperiode erreichen und hieran die wirksame Aktivatormenge 
abschitzen. In den folgenden Abschnitten ist zuniachst die Her- 
stellung und die Haltbarkeit des Aktivators behandelt und an 
schlieBend die Kinetik des Zuckerzerfalls. 


B. Herstellung des Aktivators. 


Backerhefe, z. B. 250 g, wird zunichst, etwa der Willstdtierschen 
Vorschrift zur Darstellung des Invertins folgend, mit wenig Toluol 
verrieben und */, Stunden bei 35° plasmolysiert, dann mit dem gleichen 
Gewicht Wasser verriihrt, 2 bis 3 Stunden in den Brutschrank von 
35° gestellt. Die Hefe wird scharf abzentrifugiert, der Ausazug ver- 
worfen und der Heferiickstand wiederum mit dem gleichen Gewicht 
Toluolwasser verriihrt und iiber Nacht bei 35° stehengelassen. Am 
nichsten Morgen wird auf einer rasch laufenden Zentrifuge (5000 Touren 
in der Minute) zentrifugiert, die iiberstehende, stark gelbliche, aber 
durchsichtige Lésung auf 0° abgekiihlt und mit dem gleichen Volumen 
Alkohol bei 0° gefallt. Auf diese Weise wird die ganze im Hefeautolysat 
enthaltene Aktivatormenge niedergeschlagen. Der Niederschlag wird 
mit Wasser verrieben und wieder scharf zentrifugiert. Es bleibt ein 
erheblicher unléslicher Riickstand, der unwirksam ist und verworfen 
wird, wibrend die Lésung den Aktivator enthalt (A). 

Einige Versuche von Herrn Dr. Lohmann, die das Verhalten des 
Aktivators bei den Fillungen betrafen, bewiesen die Richtigkeit dieser 
Prozeduren, indem a) die 50proz. alkoholische Lésung nach Entfernung 
des Niederschlags praktisch frei von Aktivator ist, b) die Fallung mit 
héherer Alkoholkonzentration eine zusitzliche Fallung hervorruft, die 
nur unwirksamen Ballast darstellt, c) durch Verreiben mit Wasser die 
ganze Aktivatormenge in Lésung geht und der Riickstand unwirksam ist 

Zur weiteren Reinigung kann der Hauptteil der Aktivatorlésung 
nochmals auf 0° abgekiihlt werden und wiederum mit dem gleichen 
Volumen eiskalten Alkohols gefallt werden. Es fallt nunmehr ein feiner 
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Niederschlag, der die Hauptmenge des Aktivators enthalt. Die Fallung 
wird abzentrifugiert, mit einem kleinen Volumen Wassers verrieben, 
die Lésung durch Zentrifugieren geklirt. Diese Aktivatorlésung B 
enthalt haufig den Aktivator in noch reinerer Form; wie es scheint, 
insbesondere dann, wenn der Niederschlag in Alkohol nur kurze Zeit 
stehen bleibt. In anderen Fallen aber treten hierbei erbebliche Ver- 
luste ein. Be* richtiger Herstellung kann die Lésung B fast phosphatfrei 
sein, waihrend die Aktivatorlésung A noch ziemlich viel Phosphat ent- 
halt. Ein groBer Teil der Versuche wurde mit der Lésung B angestellt; 
wo sich diese aber als weniger wirksam erwies, wurde die Lésung A 
benutzt. 
C. Eigenschaften des Aktivators. 

Die bisherigen mehr orientierenden Versuche iiber die Eigen- 
schaften des Aktivators betreffen 

1. das Trockengewicht der gerade noch wirksamen Menge, 

2. die Temperaturempfindlichkeit und Haltbarkeit in wisseriger 

Lésung. 


l. Trockengewicht der wirksamen Menge. 


Die Beispiele fiir Punkt 1, das Trockengewicht der wirksamen 
Aktivatormenge, beziehen sich alle auf die Aktivatorlésungen A. Die 
B-Lésungen wurden in dieser Rich- mg micns 


tung noch nicht genauer untersucht. =e i} 
Bei dem Vergleich darf nur die Um- ” 





satzgeschwindigkeit in dem ersten : 
Teile der Phosphatperiode beriick- -" 
ap , a8! 
sichtigt werden, und zwar bei gut im 
wirksamen Extrakten. Einige Bei- at 
spiele sind in der Tab. V zusammen- al 
gestellt. Versuch] betrifft eine Ak- | 
tivatorlésung, die aus Verarbeitung pe 
von 250 g Hefe gewonnen ist und gut az 


100 cem betrug. Sie enthielt pro 
Kubikzentimeter 21,7 mg Trocken- 
substanz mit 2,3mg Asche. Der 
ganze Verlauf der Spaltungen ist auf 
Abb. 5 dargestellt. In der Tabelle 
sind fiir den Wirksamkeitsvergleich 
nur die ersten 15 Minuten benutzt. 
Versuch 2: 10 cem Aktivatorlésung 
aus 20 g Hefe enthalten pro Kubik- 





| 
__£} 
a 
x od ss’ JO “a ad 
Abb. 5. Glucosespaltung mit verschiedenen 
Aktivatormengen. Froschmuskelextrakt. 











4 + Kurve a: Aktivator B von hoher 
Konzentration aber klei- 
nerem Phosphatgehalt. 

() Kurve b: 2,9 mg v. Aktivator A. 
< Kurve c: 0,97 mg v. Aktivator A. 





x 
=) Kurve d: 039mg v. Aktivator A. 
® @ Kurve e: ohne Zusatz. 





zentimeter 10,9 mg Trockensubstanz (Asche nicht bestimmt). Versuch 3; 
\Secem Autolysat aus 8,5g Hefe wurden zunichst mit Essigsiure 
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angesauert, der Niederschlag abfiltriert, dann neutralisiert und jetzt 
mit dem gleichen Volumen Alkohol gefillt. lO cem Lésung (nac! 
Entfernung des Riickstandes) enthalten pro Kubikzentimeter 8.3 my 
Trockensubstanz mit 1,9 mg Asche. Aus den Versuchen sieht man, dati 
der Aktivator bis herab auf 0,4 mg pro 1 bis 1,5 cem Glykolysegemisc! 
die Zuckerspaltung in Gang setzt, daB aber die Geschwindigkeit mit 
wachsender Aktivatormenge noch erheblich steigt. 


Tabelle V. 


Umsatz bei wechselnden Aktivatormengen. 





- Aktivator i 
e 2 » Organische z < “ 
= = 
2 7 A ¢ Trockens Aktivator 4 a a5 
Nr. Datum Zz ws 53 Zeit substanz Benutzte im 4 ees 
£ $6106 ro lecem Aktivators Versuch = ss 3 
3 Aktivators lésung = Cee 
| lésung ai 
mg Min. mg ccm mg mg 
la ||25. XI. | 05);1,0) 8 15 ? 015 UberschuB 0.84 100 
b 05°10: 8 15 19,4 0.15 2.9 080 96 
c 05/;1,0, 8 15 19,4 0,05 0,97 0,30 36 
d 05,10); 3 15 1,94 0.2 039 O14 #17 
(verd. 1:10) 
2a 27. VII. 0,7 | 15) 8 20 10,0 0,35 3,5 0.89 100 
07:15)! 8 20 10,0 0,20 2.0 0.76 85 
c a7} is; 3 20 10,0 0,10 1,0 0,60 6 
8a | 28. VII. 0,7 15) 3 20 6,6 0,24 1,6 1,39 , 100 
b 07;1,5)| 8 20 6,6 0,12 0,80 083 6 
C 0.7'15' 8 20 6.6 0.06 0.40 | 044 30 
d 07°15); 8 20 — 0 ae 0.09 


2. Stabilitat des Aktivators. 


+ 


Der Aktivator ist sehr temperaturempfindlich und unterscheidet 
sich dadurch ebenso wie durch seine Alkoholfillbark »it von dem Gluco 
kinin Collips!) und anderen insulinihnlichen Substanzen. Durch kurze~ 
Erwarmen im siedenden Wasserbad wird seine Wirksamkeit vernichtet 
ja schon durch 5 Minuten langes Erwarmen auf 50° fast aufgehoben, wnd 
schon durch 1 Minute langes Erwirmen auf 50° stark geschwiicht, ohne 
daB hierbei eine sichtbare Triibung auftritt. Ein solcher Versuch mit 
erwirmtem Aktivator ist auf Abb. 6 dargestellt. Auch gegen starker 
saure und alkalische Reaktion ist der Aktivator sehr empfindlic! 
Versetzt man z. B. Proben mit so viel HCl oder NaOH, daB die Kon 
zentration beziiglich Siure oder Base n/3 wird, laBt einige Minuten 
stehen und neutralisiert genau, so ist die Aktivitat verschwunden 
Dagegen ist der Aktivator, im Eisschrank aufbewahrt, in neutraler 


1) J. B. Collip, Journ. of biol. Chem. 56, 513; 57, 65; 58, 163, 1923 
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sung fast unbegrenzt haltbar. Doch scheint nach einigen Wochen 
seine Stabilitat geringer zu werden. Wird er in diesem Zustande einige 
Zeit in verdiinnter Bicarbonatlésung gehalten ohne gleichzeitige Kohlen- 
siuredurchleitung, so entfesselt er nicht mehr den Zuckerumsatz, 
wihrend er, wenn man Kohlensaure durch 

die Bicarbonatlésung hindurchleitet, wirk- . Se mene meee 
sam bleibt. Hierbei macht man die eigen- 4} 


. : | ? 
tiimliche Beobachtung, daB, wenn einmal  4”} | ame, 
der Glucoseumsatz mit einer gewissen, % 


wechselnden Geschwindigkeit begonnen hat, 
diese wahrend der ganzen Phosphatperiode 
konstant bleibt. 

Wenn auch die Natur und Wirkungs- 
weise des Aktivators niher zu untersuchen 
ist, so ist nach dem Bisherigen sein Ver- 














halten ahnlich dem eines Ferments, das den 
Zucker in Veresterungsform umlagert. Doch 
erleidet der Zucker hierbei ohne gleich- 


Abb. 6. 
Temperaturempfindlichkeit des 
Aktivators (Versuch 10, 12, 26). 


@ 1: ohne Zusatz. 
x 2: Glucoseumsatz 
mit O,.lccm Aktivator A 


e 
x 








zeitige Anwesenheit von Muskelenzym 
keine Anderung der Drehung oder Reduk- a 
tionskraft. Géanzlich verschieden ist dieser 
Hefeaktivator einmal von Insulin und 
andererseits von der Cozymase, indem sich 
keiner dieser Stoffe gegenseitig vertreten kann. Insbesondere wird 
die Cozymase in gleicher Weise fiir die Spaltung des Glykogens wie 
der Glucose bendétigt. 


(2 mg Trockensubstanz). 

4 3: derselbe, vorher 

1 Minute auf 50° erwirmt. 
>) 4: derselbe, vorher 

5 Minuten auvf 50° erwarmt. 





D. Verlauf des Gtucoseumsatzes. 


Der Verlauf der Milchsiurebildung aus Traubenzucker ist in einer 
Reihe von Kurven wiedergegeben, wobei in mehreren Fallen auch der 
Phosphatumsatz mit verzeichnet ist. Milchsiure und Phosphat sind 
stets auf die gleiche Molekiilzahl umgerechnet. 1 mg Zucker = } mg 
Milchsiure = 1,11 . 10~° Mol. = 1,09 mg Phosphorsiure. DaB auch in 
diesen Fallen die manometrische und chemische Methode der Milch- 
siurebestimmung gut iibereinstimmende Werte liefern, ist schon in 
der ersten Abhandlung') gezeigt. 

In den manometrischen Versuchen kann der Phosphatgehalt nur 
am Anfang und Ende bestimmt werden, wodurch nur ein Punkt auf 
der Veresterungskurve gefunden wird. Es wurde deshalb in mehreren 
Versuchsserien eine gréBere Zahl Parallelbestimmungen angesetzt, die 
nach verschiedenen Zeiten abgebrochen wurden. Diese sind den Abb. 7 
bis 10 zugrunde gelegt. 


') Diese Zeitschr. 178, 404, 1926, Tabelle I. 
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Tabelle VI"). 
29. Juni 1926. Je 0,5ecm Extrakt auf 1 cem Fliissigkeit. 
P20; Phosphat« Summ«e 
Nr Zucker ~ Zeit Milchsaure | veresterung Veresterung 
je 2 mg Ant entspricht in mg + Spaltung 
am Anfang | mg Zucker in Min. mg Zucker mg 
1 Glucose 0,736 0,942 5 0,195 0,19 0.38 
2 a 0,736 0,942 15 0,557 0,27 0,83 
3 » 0,736 0,942 30 1,05 0,905 1.96 
4 2 0,736 0,942 45 1,24 0,734 1.98 
5 . 0,736 0,942 60 1,33 0,740 2.09 
6 - 0,736 0,942 90 1,50 0,49 1,99 
7 ~ 0,356 0,546 15 0,55 0,484 0,93 
8 " 0,356 0,546 45 0,785 0,504 1,29 
9 Fructose 0,736 0,942 90 1,37 0,38 1,75 
mg Zuckerverbrauch 
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Umsatz von 2 mg Glucose durch Muskelextrakt mit Hefe+Aktivator. 
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Abb. 7. 





e @: M Ichsaurebildung 


x 





mit vermehrter 


<: Phosphatveresterung im Extrakt | Phosphatmenge. 


(Gehalt: 0,736 mg PO, dquivalent 0,942 mg Zucker. Die vertikalen gestrichelten Linien ent 
sprechen dem Umsatz der im ganzen vorhandenen 2 mg Glucose.) 


(Priformierter Gehalt P,O,: 0,356 mg, entsprechend 0,546 mg Zucker.) 


OCyereeeee : Milchsaurebildung. | 


cccceee <: Phosphatveresterung | 


obne Phosphatzusatz. 


P mit ausgezogenem Strich —» Phosphitgehalt des 1. Versuchs, Po —» gestrichelt, Phosphatgeha!t 


des 2. Versuchs. Die einzelnen Kurvenpunkte entsprechen Nr. 1 bis 8 der Tabelle VI. 


1) Die fettgedruckten Zahlen dieser und der folgenden Tabellen ent 
sprechen dem Totalumsatz von Phosphat bzw. Zucker. 
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Abb. 8. 
Kurven der Milchsaurebildung aus Abb. 7, um- 
gezeichnet fir Geschwindigkeit: mg Zucker. 
umsatz pro 15’; unterhalb der Abszissenachse: 
Verlaut der Phosphatveresterung 
Ausgezogene Kurven: mit Phosphatzusatz. 
Gestrichelte Kurven: ohne Phosphatzusatz. 
Die anfangs etwa gleiche Umsatzgeschwindigkeit 
fallt bei kieinerem Pnosphatgehalt cher ab als 
bei héherem, in beiden Fallen im Augenblick 
der totalen Veresterung. 


auf der Abb. 10 dargestellt. 
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Ein anderer Reihenversuch mit Fructose, 
standiger Bestimmung des Phosphatverlaufs, ist in Tabelle VII und 
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Abb. 9. 
Geschwindigkeit der Glucoses und Fructose 
spaltung mit gleicher Aktivatormenge und 
gicichem Phosphatgehalt. Mit Fructose ist dice 
Geschwindigkeit wanrend der Phosphatperiode 
fast doppelt so hoch, tallt aber entsprechend 
der schnelleren Veresterung um so eher ab 
Die von den beiden Kurven umschlossenen 
Flachen oberbalb des horizontal laufenden End- 
sticks sind etwa gleich und reprasentieren den 
Zuckerumsatz, der dem veresterten Phosphat 

entspricht. 


aber weniger voll- 
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Abb. 10. 


Umsatz von 2 mg Fructose durch aktivierten Muskelextrakt. 
Kurz vor 3)’ beg nnt die Wiederauispaltuny des Esters wegen des 


sprechend 0.735 mg Zucker 
Verbrauchs des iiberschiis-igen Zuckers 


Phosphatgehalt: 0,574 mg P,O, ents 


> 


Die ystrichelte vertikale Linie entspricht 2 mg Zucker 


d. h. der zum Versuch zugesetzten Menge. 
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Tabelle VII. 
2. Juli 1926. Umsatz von 2 mg Fructose mit zur Veresterung nicht aus 
reichender Phosphatmenge. P,O,-Gehalt am Anfang 0,574 mg entspricht 
0,735 mg Zucker. 





Summe Veresterung 


Nr. Zeit Milchsaure i + Spaltung 
in Min. mg mg 
1 5! 0,313 0,309 0,62 
2 10 0,59 0,545 1,04 
3 20 0,96 0,700 1,66 
4 50 1,44 0,583 2,02 


Um auch in den ersten Minuten, wo die manometrische Bestimmung 
wegen des nicht momentanen Durckausgleichs ungenaue Resultate 
liefert, das Verhaltnis von Milchsiure und Phosphatveresterung zu 
kennen, wurde eine Reihe chemischer Bestimmungen gemacht, indem 
nach 2, 5, 10 (und 15) Minuten aliquote Teile abpipettiert wurden. 
Die Versuche sind in der folgenden Ubersicht angegeben und Nr. 2 und 3 
der Tabelle VIII mit fast demselben Phosphatgehalt auf Abb. 11 dar- 
gestellt, die gestrichelten Kurven mit Fructose, die ausgezogenen 
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Abb. 11. 
Spaltung und Veresterung von Glucose und Fructose in den ersten Minuten nach Zugabe zum 
Extrakt (Milchsaiure chemisch bestimmt). Die Veresterung verlauft fast genau symmetrisch zur 
Milchsaurebildung. Ausgezogene Linie: Glucose, gestrichelte: Fructoce. 


mit Glucose. Der symmetrische Verlauf von Veresterung und Milch- 
siurebildung ist hier deutlich zu sehen, indem im Fructoseversuchi 
beides anfangs rascher geht, aber dann schneller abfallt. 
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Tabelle VIII. 


Zuckerumsatz in den ersten Minuten nach Zusatz. 





| Phosphatgehalt Summe 
Zucker om Asteng Milchsaure Cbangbet Vereste+ 
Nr. Datum | 7 3 - Zeit gebildet ge rung + Spale 
| , , inmg P.O, | °Mtspricht Zucker) — 
mere2™'5 my Zucker mg : mg 


ta 14.VI1.) Glucose 1,913 1,39 2’ 0,20 0,37 0,57 
b - 1,013 1,30 5 0,43 0.63 1,06 
¢ @ 1,013 1,30 10 0,955 1.26 2.22 

2a 14.VI1. Fructose 0,961 1,23 2 056 0.66 1,12 
b - 0961 1,23 5 0.87 0,904 1,77 
e os 0,961 1,23 10 0,99 1,07 2.06 

3a 22.VI1.. Glucose 0,963 1,23 2 0.26 0,34 0,60 
b m 0,963 1.23 5 0 56 0,738 1.34 
e ee 0.963 1,23 10 0.99 1,14 2.13 
d 2 0,963 1,23 15 1,18 120 2.38 


Aus den angegebenen Versuchen lassen sich die folgenden Schliisse 
ziehen : 

Bei der Spaltung von Glucose und Fructose wird zuniichst gleich- 
zeitig mit dem Entstehen der Milchsiure eine aquimolekulare Menge 
Phosphat verestert. Wenn auch ganz am Anfang die Proportion nicht 
immer streng erfiillt ist, ist sie in dem Zeitpunkt, wo bei UberschuB 
von Zucker das anorganische Phosphat verschwunden ist, fast stets 
genau 1:1. In diesem Augenblick fallt die vorher hohe und annihernd 
konstante Spaltungigeschwindigkeit rasch ab und kommt auf einen 
niedrigen, fiir langere Zeit ziemlich konstanten Wert. Dies letztere 
ist besser in den linger fortgesetzten folgenden Versuchen zu sehen. 
Solange noch veresterungsfahiger Zucker vorhanden ist, bleibt der 
Phosphatgehalt fast Null, nimmt aber nach Veresterung des Zuckers 
wieder zu, so daB der gesamte Zuckerumsatz (Spaltung - Veresterung) 
eine gewisse Zeit konstant bleibt und gleich dem zugesetzten Zucker 
ist (s. Abb. 7 und 10). Wenn die Phosphatmenge wieder zunimmt, so 
ist, wie besonders in Abb. 7 zu sehen ist, die Milchsiurezunahme genau 
parallel der Phosphatabspaltung: fiir 1 Mol. freigesetzter Phosphorsiure 
entsteht 1 Mol. Milchsaure, die Milchsiure stammt jetzt also aus Hexose- 
diphosphorsiure. Weiter zeigt der Vergleich von Fructose und Glucose 
im selben Versuch, daB die erstere in der Phosphatperiode nahezu 
doppelt so rasch reagiert und infolgedessen bei gleichem Phosphatgehalt 
die Geschwindigkeit friither abfallt. Manchmal sinkt allerdings der 
Fructoseumsatz schon innerhalb der Phosphatperiode, was als Ferment- 
schadigung aufgefaBt werden muB. 

Wenn bei UberschuB an Zucker der Umsatz in der raschen Periode 
durch die vorhandene Phosphatmenge bestimmt wird, derart, dab 
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pro 1 Mol. veresterter Phosphorsiure 1 Mol. Milchsiéure auftritt, sv 
muB der Umsatz in dieser Periode offenbar dem am Anfang vorhandene: 
anorganischen Phosphat genau proportional sein. Da8 dies zutrifft 
geht aus den folgenden Beispielen hervor: In Abb. 12 (3. Juli 1926 





i] 














WW 0 WS Ww 20 50" 780" 
Abb. 12. 
Milchsaurebildung aus 3 mg Glucose in 1 com Lésung bei wechselnden Mengen Phosphat. 
Kurve 1: 0,43 mg P2 Oz, entsprechend 0,55 mg Milchsaure. 

-~» aes « . 103 . = 

eo SS @Be ~ e Le. . 
Die in allen drei Fallen gleich hohe Anfangsgeschwindigkeit sinkt auf ein konstantes Niveau ab 
sobald etwa die dem vorhandenen Phosphat aiquimolekulare Milchsiuremenge gebildet ist. Dic 
Endgeschwindigkeit in Versuch 3 ist aber héber als in Versuch 1 und 2, weil hier der Zucker durch 
Spaltung und Veresterung verbraucht ist und infolgedessen der Phosphatgehalt wieder ansteigt 


ist derselbe Extrakt und die gleiche Glucosemenge (je 3 mg pro 1 ccm) 
mit drei verschiedenen Mengen Phosphat benutzt. Die Geschwindigkeit 
wahrend der Phosphatperiode ist in allen drei Fallen gleich, sinkt aber 
jah ab in dem Moment, wo eine dem vorhandenen Phosphat etwa 
aiquivalente Menge Milchsiure gebildet ist. Kurve 1 entspricht einem 
. P,O,-Gehalt von 0,43 mg, aquimolekular 0,55 mg Milchsiure, Kurve 2 
0,78 mg P,O;, aquimolekular 1,0 mg Milchsiure; Kurve 3: 1,18 mg 
P,O,, aquimolekular 1,51 mg Milchsiure. Die Endgeschwindigkeit ist 
in diesem dritten Falle jedoch héher als in den beiden anderen. Hier 
ist namlich nach der Rechnung der zugesetzte Zucker schon in 50 Minuten 
teils gespalten und teils verestert, und daher steigt die Phosphatmenge 
nachher entsprechend der Spaltung der Hexosediphosphorsiure wieder 
an. In den Kurven | und 2 bleibt sie dagegen wegen des Uberschusses 
an Zucker zuniichst nahezu Null. Dies fiihrt, wie oben besprochen, zu 
der zunehmenden Verlangsamung des Umsatzes in der zweiten Periode 
Spiterhin kann Hexosediphosphat aufgespalten werden, ohne dal}. 
trotz Anwesenheit von Zucker, eine neue Veresterung stattfindet. Es 
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liegt dies an der Labilitét des aktivierten Fermentsystems. das bei 20° 
nur etwa 2 Stunden funktionstiichtig bleibt. 

DaB man die Geschwindigkeit, wenn sie durch Veresterung des 
Phosphats abgesunken ist, durch neuen Zusatz von Phosphat wieder 
erhéhen kann, bis auch das jetzt zugesetzte verestert ist, ist auf den 














WICAS 
mg  _— 7 
wb 
P cee eae 
vi 
_—— 
Gy Wi 
18) . 
a | 
| 
as} 
| 
OY | 
| 
a: | 
0’ 20’ 30’ —— ae 7 


Abb. 13. 
Verlauf der Milchsaurebildung aus Glucose bei 
rweimaligem Zusatz von Phosphat (Versuch 9. 
VIL 1926). Zuckergehalt 2,8 mg in 0,85 com. 
1: Glykolyseverlauf bei 0,688 mg P,O;, ent: 
sprechend 0,88 mg Milchsaure. 
Il: Verlauf bei 0,99mg P,O;, entsprechend 
1,27 mg Milchsiure 
Ila und [Va: Verlauf wahrend 15’ bei 0,688 mg 
P.O, wie in L Dann in Ila: Phosphat (0,35 mg 
P,Os5) entsprechend 945mg Milchsaure zu 
gegeben: Kurve IIIb. In IVa 0,43 my P, Os ent 
sprechend 0,55 mg Milchséure u neuer Aktvator 
zugesetzt: Kurve IVb. In IIlb und [Vb steigt 
die Geschwindiykeit von neuem, bis eine Milch- 
sauremenge produziert ist, dic etwa aquimolekular 
dem neu zugesetzten Phosphat ist. In Ill und 
IV Umsatz zwischen 15’ u. 20’ nicht bestimmt. 
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Abb. 14. 
Geschwindigkeit der Milchsiurebildung (mg pro 
5’) in den Kurven II und IV der Abb. 13 

@ Geschwindigkeit bei Gegenwart 
von 0,99mg P,Os, entsprechend 1,27 mg 
Milchsaure. 

c———=_) 1. Kurvenstiick: Geschwindigkeit 
bei Gegenwart von 0,688mg P,O;, ent- 
sprechend 0,88 mg Milchsaure. 
2. Stick: nach nevem Zusatz von Akti+ 
vator und Phosphat, entsprechend 0,55 mg 
Milchsaure. 





Die geringere Steigerung beim zweiten Phos. 
phatzusatz rihrt, abgesehen von der stirkeren 
Verdiinnung des Extrakts von seiner rasch 
nachlassenden enzymatischen Wirksamkeit her 


Abb. 13 und 14 dargestellt. Die dazu gehérigen Versuche nebst einigen 


weiteren sind in der folgenden Tabelle 1X angefiihrt. 


Man sieht aus 





der letzten Spalte der Tabelle und ebenso aus der Abb. 13, daB nach 
dem zweiten Zusatz des Phosphats der Umsatz so lange erhéht bleibt, 
bis die theoretisch erwartete Milchsiuremenge entstanden ist. Gleich- 
wohl besteht zwischen der ersten und zweiten Phosphatperiode ein 
groBer Unterschied der Geschwindigkeit (s. Abb. 14). Die starke Ver- 
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ringerung in der zweiten Periode ist teils auf die Verdiinnung des Extrakts 
durch die Zusiitze, in h6herem MaBe aber wohl auf die fortschreitende 
Schidigung des Fermentkomplexes zu beziehen. Da es méglich wa: 
daB auch der Aktivator unwirksam geworden war, wurde in Versuch 5 
(Abb. 13, Kurve 4b) auBer Phosphat noch never Aktivator hinzu 
gegeben. Dadurch wird indessen die Geschwindigkeit nur wenig héher 
als ohne diesen Zusatz, so daB wahrscheinlich das Ferment selbst an 


Wirksamkeit nachgelassen hat. 


Tabelle IX. 


Versuch: 9. Juli 1926. Je 2,8 mg Glucose mit 0,45 cem Extrakt. 





Milchsaure ge- 
bildet 


— 
| 


Phosphat- 

veresterung 

am Schlus 
umsatz 
Spaltung 

+ Veresterung 


menge 


;  - 
total | Haupt: 
periode 


my my 


Dauer des 
Umsatzes 
Milchsaure 
erwartet in 
Hauptperiode 


phatzusatz)| ~ 
3 
nr 


& Flissigkeits- 
3 


= 
L 
s 


0,85 069 0885 1,03 0.85 0,602 
085 0.99 1.265 1,38 1,05 
I 085 0.69 0.885 0.76 1.05 
Il | 092 +0385 0,45 5 ©6070 “nd 
0,85 0,69 0,885 0,80 ot 
Il | 092 +035) 0.45 055 || bs 134 | 0,99 
I | 0,85 0,69 0885 f 083 ‘ 
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Die Deutung des eigentiimlichen Zusammenhangs zwischen 
Phosphatveresterung und Milchsiurebildung kann keine andere sein 
als daB sich das Phosphat mit Zucker zu einer labilen Hexosephosphor 
siure verestert, die im status nascens zur Halfte zerfallt und zur anderen 
sich als Hexosediphosphorsaure stabilisiert. Im Moment, wo entwede1 
das anorganische Phosphat oder der freie Zucker verschwunden ist 
wird nunmehr die Geschwindigkeit Curch die Aufspaltung der Hexose 
diphosphorsaure bestimmt, dte in aquimolekulare Mengen Milchsaure 
und Phosphorséure zerfallt. Dieser letztere Zerfall geschieht, wie 
schon in der vorigen Arbeit gezeigt wurde, ohne Mitwirkung des Co- 
ferments. Die Ursache der halftigen Teilung der Zuckermolekiile 
die eng mit der Frage nach der Konstitution des labilen Esters zu 
sammenhiangt, wird in der folgenden Arbeit untersucht werden'). 

Zum SchluB sei erwaihnt, daB die Spaltung des Glykogens und 
der Starke durch den Hefeaktivator nur wenig, im héchsten Falle bis 
zu 50 Proz. gesteigert wird. Dieser geringe EinfluB kann zwanglos auf 


') Vgl. auch O. Meyerhof und K. Lohmann, Vorlautige Mitteilu 
Naturw. 14, 1277, 1926. 
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einen zusatzlichen Umsatz der hydrolytisch entstandenen Glucose be. 
zogen werden, da nach K. Lohmann die Verzuckerung der Polysaccharide 
rascher verlauft als ihre Spaltung in Milchsaure. 


E. Beeinflussungen des Zuckerumsatzes. 
l. Arseniat. 


Wie im folgenden Kapitel noch im einzelnen zu zeigen ist, stimmt 
die Glucosespaltung im Muskelextrakt erstaunlich genau iiberein mit 
der alkoholischen Garung des Zuckers im Hefesaft, und es ist daher 
von Interesse festzustellen, ob diejenigen Stoffe, die die Gargeschwindig 
keit in spezifischer Weise beeinflussen, diese Wirkung hier auch aus 
iiben. Das ist offenbar besonders fiir diejenigen Stoffe zu erwarten, 
die bei der Veresterung oder Wiederaufspaltung des Esters angreifen 
Kin besonders gutes Beispiel bietet das Arseniat. Dieses erhéht die 
Gargeschwindigkeit durch Steigerung der Hexosephosphatspaltung') 
Daf bei geeigneter Anordnung eine Steigerung der Milchséurebildung 
zu erwarten ist, ergibt sich aus den alteren Versuchen mit zerschnittenet 
Muskulatur, wo die Geschwindigkeit der spontanen Milchséurebildung 
durch etwa m/100 Natriumarseniat um 50 bis 100 Proz. erhéht wurde?) 
Allerdings fiel schon damals auf, daB der Zerfall zugesetzten Glykogens 
und zugesetzter Hexosediphosphorsaure nicht gesteigert wurde. Ebenso- 
wenig konnte durch m/100 bis m/1000 Arseniat eine Steigerung des 
Glykogenumsatzes im Muskelextrakt erzielt werden, vielmehr zeigten 
sich starke Hemmungen®). Dies liegt aber wesentlich an der groBen 
Empfindlichkeit des Ferments in Lésung in Verbindung mit der 
spezifischen Natur der Arseniatwirkung. Durch erhéhte Aufspaltung 
der Hexosediphosphorsiure kann die Spaltung der Polysaccharide nur 
dann beschleunigt werden, wenn die Veresterung hiermit Schritt halt 
und wenn nicht, wie haufig, die Stabilitat des Fermentsystems durch 
Verringerung der Hexosephosphatkonzentration leidet. Geht man 
mit der Arseniatkonzentration geniigend herab, auf etwa m/1500 bis 
m/2000, so kann man die Starke- und Glykogenspaltung in guten 
Extrakten deutlich steigern, wobei stets die Anhiufung der Hexose- 
diphosphorsiure verringert ist oder sogar ganz wegfillt. Viel regel- 
maBiger wird aber in diesen Fallen die Spaltung zugesetzter Hexose 
diphosphorsaiure erhéht, und zwar in den ersten Stunden um 50 bis 
100 Proz. und hierbei eine der vermehrten Milchsiure genau ent- 
sprechende Menge anorganisches Phosphat mehr gebildet. DaB auch 


') Harden und Young, Proc. Roy. Soc., Ser. B., 88, 451, 1911: 
O. Meyerhof, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 102, 185, 1918. 

*) Pfliigers Arch. 188, 114, 1921. 

3) Diese Zeitschr. 178, 489, 1926. 
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unter diesen Umstanden Phosphorsaure und Milchsaure genau aqui. 
valent bleiben, beweist, daB das Arseniat nicht nur die Hydrolyse des 
Hexosephosphats steigert, sondern den tieferen ZerfallsprozeB (Abb. 15 
und 16). Wie Abb. 16 zeigt, hért die starke Steigerung der Hexos« 
phosphatspaltung bei héheren Arseniatkonzentrationen nach 20 bis 
30 Minuten auf und macht einer Hemmung Platz, so daB der Gesamt- 
umsatz bei verschiedenen Arseniatkonzentrationen nach etwa einer 
Stunde gleich ist. Doch ist diese Hemmung der Spaltung wohl in 
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Abb. 15. Abb. 16. 
Milchsaurebildung aus Starke und Hexosediphos- Milchsaurebildung aus Hexosediphos- 
phat unter Zusatz von Arseniat (Versuch Nr. 1 phat unter EinfluB von Arseniat 
und 2, Tabelle X). x ohne Arseniat. 
Arseniatkonzentration 6 .10-4 mol. Lz © ©) mit 63 . 10-4 mol 


1.: Hexosediphosphat ohne Zusatz. Arseniat. 
2.: Hexosediphosphat mit Arseniat. mit 1,26 . 10-3 mol 
3.: Stirke ohne Zusatz. Arseniat. 


4.: Stirke mit Arseniat. mit 6,3.10-3 mol 
Arseniat. 


Ste Seung Ge Baits drs ites prenet Die nach 20 bis 30’ einsetzende Hem- 
phats unter der Wirkung von Arseniat beginnt aaeiie Seah Sins ieitiiaeen, 
sofort, dagegen die der Stirke erst spiter, ent- 8 Sorry 

hend der allmahlichen Anhauf des Est trationen ist wabrscheinlich indirekt 
a ae pena naan —— durch die starke Anhiufung des an- 


organischen Phosphats bedingt 





direkter Natur und durch die zunehmende Anhaufung des anorganischen 
Phosphats bedingt. In der Tabelle ist deshalb nur die Zeit von 30 Minuten 
beriicksichtigt. SchlieBlich wirkt das Arseniat in derselben Konzentration 
auch auf die Hexosenspaltung qualitativ gleich wie bei der Garung, 
indem es die Phosphatperiode verldngert, durch rasche Wiederauf- 
spaltung der stabilisierten Hexosediphosphorsaure. Qantitativ bleibt 
hier allerdings die Wirkung erheblich hinter der auf die Garung zuriick; 
doch entspricht auch hier die Mehrbildung an Milchsaure meist ziemlich 
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gut dem mehr abgespaltenen anorganischen Phosphat (s. Abb. 17 und 
Tabelle X, 7). 


Abb. 17. 
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Milchsaurebildung aus Fructose unter Zusatz von Arseniat. 


1, Fructoseumsatz ohne Zusatz. 
Die Geschwindigkeit ist nach Ablauf der Phosphatperiode etwas erhéht 


2. Fructoseumsatz mit 8,5. 10-4 mol. Arseniat. 


Eine Reihe von Versuchen mit verschiedenen Kohlehydraten ist 
in der folgenden Tabelle X wiedergegeben. 


Tabelle X. 


Wirkung von Arseniat auf die Kohlehydratspaltung. 





Nr.|| Datum 


1 ||16. XI. 
2 1/19. XII. 


$ |16. XI. 








Flissigkeitsmenge 


1,0 
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1,0 


Zeit 


60' 


60’ 
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60’ 
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Kohle- 
hydrat 


0,4 Proz. 
Starke 


0,36 Proz. 
Starke 


0,4 Proz. 
Mg-Hexose- 
phosphat 


0,01 mol. 
Na-Hexose- 
phosphat 


~ 0,4 Proz. 


My-Hexose- 
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0,3 Proz 
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— |031 —  0,596,0,438 
6,3 042 011 0,520 
— 054 —  0,602)0,870 
6,3 0,96 042  — 1,22 
— 0,83 —_ 1,645/2,14 
8,5 14650685 — 26: 

— 0,55 _ _ 


6,3 0,82 0,27 - 
12,6196 051 — — 
63 1,11 0,56 — 


~ |2,17 | — | 1,825)0,143 
8,5 2,58 041 — |0,271 
1,92 — | 1,645,178 


8,5/ 2,20 0,28 0,410 
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( ),204 
0,097 


0,343 
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Das Verhalten des Arseniats ist auch im Hinblick auf die spontane 
Milchsaiurebildung der zerschnittenen Muskulatur von Interesse, da 
von vornherein nicht zu entscheiden ist, welches eigentlich der die 
Geschwindigkeit kontrollierende Faktor imnerhalb der Muskelstruktw 
ist. Dies scheint nun nicht die Veresterung, sondern die Aufspaltung 
des Esters zu sein, da man durch Erhéhung der Aufspaltung die spontane 
Milchsiurebildung steigern kann, und zwar ungefihr ebenso stark wi 
die Hexosephosphatspaltung im Saft. Fiir das Arseniat gibt es in der 
Tat keinen anderen Angriffspunkt, da die Annahme Hardens, dab 
auch die Glykogenhydrolyse dadurch erhéht wiirde, sich als irrtiimlich 
erweist (s. unten, 5S. 206). 


2. Andere Stoffe. 

Im gleichen Zusammenhang wurde noch eine Reihe anderer Stoffe auf 
ihr Verhalten gegeniiber der Milchsiurebildung im Muskelextrakt unter 
sucht. Arsenit, das nach Harden ahnlich, aber schwicher und weniger rege! 
maBig die Garung steigert als Arseniat, hat auf die Milchsiurebildung 
in kleinen Konzentrationen (5 . 10~* bis 1,5. 10~3 mol.) keine Wirkung 

Ein besonderes Interesse beansprucht Coffein, da es die Milch 
sdurebildung intakter und zerschnittener Muskulatur stark steigert') 
Es lag nahe, daB der Mechanismus hier ein anderer ist als bei Arseniat 
und mit der Veranderung der Muskelproteine zusammenhingt, dic 
auch bei der Coffeinstarre in Erscheinung tritt. Diese Annahme wird 
weiter gestiitzt durch die Beobachtung von Evans"), daB die Milch 
siurebildung glatter Muskulatur zwar durch Arseniat ebenso gesteigert 
wird, wie quergestreifter, aber nicht durch Coffein. In der Tat ist das 
Coffein in kleinen Konzentrationen (unter 0,005 Proz.) ohne Einflub 
wahrend es in héheren zunehmend hemmt. Die Coffeinwirkung auf 
den lebenden Muskel beruht danach nicht auf einem direkten Eingriff 
in die Kohlehydratspaltung. 

Wihrend Aldehyde in Konzentrationen von 1 . 10~? bis 2. 107° n 
den Garanstieg im Hefeextrakt und das Garungsmaximum stark er 
héhen, haben sie in diesem Konzentrationsbereich nur einen hemmenden 
tinfluB auf die Glykolyse. Dagegen tritt unter n/1000 eine Steigerung 
von 30 bis 50 Proz. in Erscheinung. Ob sie auf den gleichen Ursachen 
beruht wie die etwa zehnfach so groBe Steigerung der Girgeschwindig 
keit, ist fraglich, da die letztere offenbar mit der Akzeptorwirkung des 
Aldehyds fiir den iiberschiissigen Wasserstoff wihrend der Bildung der 
Brenztraubensiure zusammenhingt’). 


1) O. Meyerho/, Piliigers Arch. 188, 114, 1921. 

*) Biochem. Journ. 20, 893, 1926. 

3) C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 145, 1918; Harden und Henley, 
Biochem. Journ. 14, 642, 1920. 
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Wahrend es bei dem Glucoseumsatz ohne Aktivator méglich ist 
durch geeignete Fluoridkonzentrationen eine Trennung von Ver- 
esterung und Wiederaufspaltung herbeizufiihren, ist dies in Gegenwart 
des Aktivators nicht mehr durchfiihrbar. Der Veresterungsvorgang 
ist hier gegen Fluorid ebenso empfindlich wie die Spaltung, so dab 
gleichzeitig beide Prozesse gehemmt werden; auch dies ist, wie man 
im folgenden sieht, véllig analog mit dem Verhalten der alkoholischen 
Garung, da auch dort nur bei Glykogen, aber nicht bei Glucose, durch 
Fluorid Veresterung und Spaltung getrennt werden kénnen. 

Weiterhin wurde im Vergleich zu der Hemmung der alkoholischen 
Gairung durch Blausiure und Schwefelwasserstoff der EinfluB dieser 
beiden Zellgifte, die Schwermetalle in komplexe Bindung iiberfiihren. 
auf die Milchsiurebildung im Muskelextrakt untersucht. Nach O. War- 
burg und E. Negelein') ist zwar die alkoholische Garung in lebender Hefe 
und im Hefemazerationssaft fiir beide Stoffe nur etwa !/,,. so empfind- 
lich als die Atmung; andererseits aber ist diese Wirkung fiir eine blob 
narkotische erheblich zu hoch, und zwar hemmt 1 . 10-2 n Blausiure 
nach Warburg die Garung im Mazerationssaft zwischen 50 und 90 Proz 
6. 10~* mol. H,S nach Negelein die Garung lebender Hefe um 80 Proz 

Die Milchsiurebildung im Muskelextrakt ist sowohl gegen Blau- 
siure wie Schwefelwasserstoff noch unempfindlicher, auch unter Beriick- 
sichtigung der Konzentration der freien Saure, die bei py 7,5 im 
Muskelextrakt geringer ist als im Hefemazerationssaft (etwa py 6) 
Ist K die Dissoziationskonstante der betreffenden Siure, a die zu- 
gegebene Menge Alkalisalz derselben in molarer Konzentration, bezogen 
auf das benutzte Fliissigkeitsvolumen, H* bzw. S’ und (HS) die molaren 
Konzentrationen des freien H-lons, des Saureanions und des un- 
gespaltenen Molekiils, / der Faktor, der angibt, das Wievielfache von 
Sauremolekiilen im ganzen, in Fliissigkeit und Gasraum vorhanden 
ist gegentiber dem Gehalt der Fliissigkeit, so gilt: 


H .S 
K = ' ! 
(18) “ 
S’' = a—jf.(HS8), (2) 
K a— f (HS) d a 
— = . S) = F < 
Wr (HS) oder (HS) K (3) 
/ setzen wir mit Z. Negelein*) gleich ah / 
27: 
vY%; , Up. @ 
Upa 


1) O. Warburg, diese Zeitschr. 165, 196, 1925; E. Negelein, ebendaselbst 
165, 203, 1925. 
2) a. a. O., S. 205. 
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wo v, und v, die Volumina des Gas- und Fliissigkeitsraums der Glyko- 
lysegefiBe sind, 7’ die absolute Temperatur und a der Absorptions. 
koeffizient der betreffenden Saure fiir die Versuchstemperatur 2s) 


a : : rae 
VY, ° , ist in meinen Versuchen durchschnittlich 4,8, v, = 1,0. 


Fiir Schwefelwasserstoff ist K, nach Knox") = 9,1 . 10~°; Kg, nach 
demselben Autor = 1,2.10~", kommt fiir unsere Verhaltnisse nicht 
in Betracht; a nach Winkler bei 20° = 2,58. Fiir vg = 4,8 und vp, = 1,0 


, 


und pa = 7,5 ergibt sich - = 2,88, f = 2,84. (H,8S) = 01754. 


Danach ist die zugesetzte Menge a mit 0,175 multipliziert. 


Zur Erzeugung des H,S diente NaHS, das unter Eiskihlung mit 
HCl vor der Zugabe zum Extrakt auf etwa 7,5 neutralisiert wurde, 
Die HemmungsgréBe erwies sich etwas von der Beschaffenheit der 
Muskelextrakte abhingig. In stark wirksamen Extrakten erhalt man 
erst mit 3.10~? mol. Hemmungen der Starkespaltung von anfangs 
50 Proz., die mit der Zeit nachlassen, wihrend Konzentrationen von 
| . 10~? mol. keine Wirkung haben, und etwas geringere die Geschwindig- 
keit leicht steigern. Die Spaltung der Hexosediphosphorsaure ist unter 
ahnlichen Umstanden eher noch weniger empfindlich. In weniger guten 
Extrakten hemmt schon 2. 10~? H,S um 90 Proz., 5. 10—3 mol. zeigt 
eine eben merkliche Hemmung. 


Noch etwas echwicher ist die Wirkung der Blausiure und ebenfalls 
von der Beschaffenheit des Extrakts abhingig. Auch hier kann man 
die Konzentrationen freier HCN nach der obigen Formel berechnen. 
doch weicht sie wenig von dem zugesetzten KCN ab. Die Dissoziations- 
konstante K ist 1,3.10~°; die Verteilung freier HCN zwischen Gas. 
raum und Wasser fand ich in manometrischen Versuchen auBerordent- 
lich stark zugunsten der wisserigen Phase, a bei 20° erheblich iiber 
200; / ist danach praktisch = 1 und (HCN) = 0,96 a. 2.10~-?n HCN 
hemmt in guten Extrakten weder die Spaltung der Starke noch des 
Hexosephosphats, dagegen werden beide durch 8 . 10~ ?1n um etwa 50 Proz 
gehemmt. Etwas empfindlicher ist die Spaltung der Glucose, doch ist 
auch diese von | . 10~?n HCN nicht mehr hemmbar. Wie die Spaltung 
der Starke, wird auch die Veresterung gehemmt, es kommt also nicht 
wie bei Fluorid zu einer Anhiufung des intermediiren Esters. Dies 
ergibt sich sowohl, wenn man direkt mit und ohne KCN die Summe 
von Milchsiurebildung und Veresterung bestimmt als auch, wenn man 
durch gleichzeitigen Zusatz von Fluorid die Anhiufung des Esters 
vermehrt (vgl. hierzu die folgende Ubersicht). 


1) Zeitschr. f. Elektrochem. 12, 479, 1906. 
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Tabelle XI. 


‘lausfurehemmung im Muskelextrakt. Je 1,0 cem Fliissigkeit mit 0,5 ecm 
Extrakt und 0,4 Proz. Starke. 











Zusatze Mile: P2 Ose —_ Zucker — —— 
Ne.|| Detom | ‘ Zeke — vorher | nachher estert t Mileh. =a 
10-2n | 10-2n saures 
HCN | NaF mg mg mg mg bildung Proz 
19. XI. _ 60’ O31 0,596 0488 0204 0514 
8 60 0,10 0,490 0135 0,235 65 
1.6 60 = 0,37 
— 1 60 0,17 — 0157 0.56 0.73 
8 1 60 0.08 0465 0,141) 017 76 
2 20. XII. 60 | 045 | 0,530 0,380, 0,19 | 0,64 , 
a) 60 =| 0,125 0,227 || 0,39 0515 | 
8 b 60 0.0 0413) 015 | O15 | 71 


lll. Vergleichende Betrachtung der Kohlehydratvergirung durch Hefe- 
priparate (Acetonhefe und Mazerationssaft). 


Harden und Young haben in ihren grundlegenden Arbeiten, in 
denen sie die Rolle der Phosphate bei der alkoholischen Garung 
klarstellten, die beiden getrennten Phasen der Girung entdeckt, 
von denen die erste, rasche, der Veresterung eines Zuckermolekiils 
unter gleichzeitigem Zerfall eines zweiten entspricht, die zweite Phase 
aber der Wiederaufspaltung des Esters. Die erste Harden- Youngsche 
Gleichung 

2C,H,.0, + 2 PO,HR, 


2C0, + 2C,H,OH + 2H,0 + C,H,,0,(PO,R,), (1) 


driickt die genau halftige Teilung der Zuckermolekii'e in zerfallende 
und veresternde aus; durch die zweite Gleichung 


CgH)90,(PO,R,). = 2 H,O = CgH,,0, + 2 PO,HR, (2) 


wird diejenige Reaktion angegeben, die die Giargeschwindigkeit der 
zweiten Periode bestimmt. Um den Garverlauf selbst in dieser Periode 
wiederzugeben, muB hieran noch einmal die Gleichung 1 angefiigt 
werden, da die Girung nur unter Wiederveresterung des frei kommenden 
Phosphats (bei Uberschu8 von Zucker) oder frei kommenden Zuckers 
bei UberschuB an Phosphat) fortschreiten soll. Wahrend die Reaktion | 
der Cozymase bedarf, kann die Reaktion 2 ohne diese vonstatten gehen, 
nicht aber die anschlieBende Garung, die nach Gleichung | verlauft. So 
weit die Erklarung von Harden und Young. 
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DaB die erste der beiden Gleichungen nur eine Bilanz wiedergi\)t 
und dab irgend ein Intermediarprodukt postuliert werden muB, dur: ) 
das die Spaltungs- und Veresterungsreaktion miteinander verkniipft 
werden, ist weder Harden selbst noch den spiiteren Autoren, die sic! 
mit dem Gegenstand beschiftigt haben, entgangen; doch ist dics; 
Liicke bislang nur durch spekulative Betrachtungen ausgefiillt. Di: 
vollkommene Ubereinstimmung der Kinetik der Milchsaurebildung im 
Muskelextrakt und der Zymasegiirung liBt keinen Zweifel, daB das 
postulierte Intermediarprodukt beide Male dasselbe ist und dab civ 
Verbindung von Veresterung und Zerfall auch auf dem gleichen Mecha 
nismus beruht. Da nun aber die Hexosediphosphorsiure ohne (o 
ferment zu Milchséiure aufgespalten wird und auch von solchen Ex 
trakten, die zur Veresterung von Kohlehydrat nicht mehr imstance 
sind (z. B. Froschmuskelextrakt nach 15 Minuten langem Erwarmen 
auf 37°), so kann hier die Spaltung des Esters nicht auf dem kom 
plizierten Wege iiber Hydrolyse und Wiederveresterung erfolgen 
Demnach mu die sich anhiaufende Hexosediphosphorsiiure den 
stabilisierten Rest darstellen, der bei der Aufspaltung der Kohlehydrate 
dem Zerfall entgangen ist, waihrend zunichst das ganze in Reaktion 
tretende Kohlehydrat verestert wurde. Dies ergibt sich weiter auch 
durch die Veresterung in Gegenwart von Fluorid, wo parallel mit der 
Hemmung der Milchsaurebildung eine entsprechende Anreicherung 
der Hexosediphosphorsiure stattfindet. Das Verhaltnis zwischen 
Anhaufung von Ester und Spaltung in Milchsaure ist daher im all 
gemeinen beliebig, und nur im Falle der Hexosenspaltung im Muske! 
extrakt unter Aktivatorzusatz ergibt sich die genau halftige Teilung 
der Zuckermolekiile in zerfallende und veresternde. Sollen die mit dem 
Muskelextrakt gewonnenen Ergebnisse fiir die Girung im Hefeextrakt 
jeltang haben, so ist zu fragen: 


a) ob auch bei der Garung die genau hilftige Teilung der Zucker: 
molekiile nur einen Spezialfall fiir die Hexosen darstellt, 


b) ob es mit geeigneten Fluoridkonzentrationen gelingt, die Ver 
esterung von der Girung vollig zu trennen, 

c) ob ebenso wie im Muskelextrakt die Hexosediphosphorsaur 
direkt vergoren werden kann, einmal von solchen Hefepriparaten 
die durch Alter oder sonstige Beeintrachtigung des Enzymkomplexes 
zur Zuckerspaltung nicht mehr imstande sind, zweitens, ob diese Ver 
garung auch in Abwesenheits des Coferments gelingt. 


Der Umstand, daB diese simtlichen Fragen durch den Versuch 
mit ja beantwortet werden, ist ein starkes Argument zugunsten der hier 
vertretenen Vorstellung. In einer in kurzem folgenden Arbeit wird 
diese véllige Ubereinstimmung zwischen der Zuckerspaltung im Muske! 
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ud Hefeextrakt auch am Umsatz der Hexosemonophosphorsauren 


demonstriert werden!). 


A. Haljtige Teilung des Zuckers. 


Wie steht es nun mit der halftigen Teilung der Zuckermolekiile in 
veresternde und vergiirende’ Da diese Proportion fiir die Hexosen 
genau zutrifft, ist von Harden und Young bereits gezeigt worden. Auch 
Euler und Johansson?) bestiatigten dies Resultat fiir den Gesamt- 
umsatz, fanden aber im Beginn ein Uberwiegen der Veresterung. Der 


weitere Befund von Euler, Ohlsén und Johans- 
son®), daB Mazerationssafte bestimmter Stock- 
holmer Hefen Zucker nur verestern, aber nicht 
vergaren, wird in seiner Beweiskraft von Harden 
bezweifelt, da der gebildete Ester méglicherweise 
keine Hexosediphosphorsiure sei*). 

Fir Glucose und Fructose ist in den Maze- 
rationssaften aus Berliner Unterhefen die Harden- 
Youngsche Gleichung wihrend der Phosphat- 
periode genau erfillt, wenn man, wie es geschehen 
muB, die kontinuierliche Wiederaufspaltung der 
gebildeten Hexosediphosphorsaure in jedem Moment 
in Rechnung zieht. Auch fiir den Anfangsteil 
besteht eine vollstindige Symmetrie (s. Abb. 18, 
wo die Angirung der Fructose dargestellt ist), so 
da insbesondere der Giranstieg nicht auf ein 
Vorauseilen der Veresterung zuriickgefiihrt werden 
kann. Auch mit Natriumfluorid gelingt es nur 
sehr unvollkommen, die Veresterung der Glucose 
von der Giirung zu trennen, da, wie schon Euler bei 
ahnlichen Versuchen beobachtete, beide annaihernd 
gleich stark gehemmt werden. Die Girversuche 
mit Mazerationssaft wurden nach der Warburgschen 
Methode in GefiBen von etwa 20 ccm ausgefiihrt 
unter Fiillung des Gasraums mit N,. 5 proz. 
CO,*). Einige Versuche, die die Giiltigkeit der 
Harden-Youngschen Proportion wihrend der 
Phosphatperiode zeigen, sind in der Tabelle XII 
angefiihrt (Temperatur 28°). 





Zucker 





Abb. 18 


Fructosegarung .im 
Hefemazerationssaft zu 
Beg nn der Phosphat- 
periode. Vergarung in 
mg Zucker (aus CO,» 
Bildung bestimmt) nach 
oben; Veresteruny (be 
stimmt durch Ande: 
rung des Phosphat 
gehalts) nach unten 

aulgetragen. 
Der Verlaut  beider 
Kurven ist vollstindig 
symmetrisch (Versuch 
27. X. 1926) 


1) Siehe vorlaufige Mitteilung O. Meyerhot und K. Lohmann, Naturw. 


14, 1277, Dezember 1926. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 192, 1913. 


3) Ebendaselbst 76, 468, 1912; diese Zeitschr. 84, 492, 1917. 


*) Harden, Alcoholic Fermentation, 3. Aufl., S. 60. 


Siehe diese Zeitschr. 162, 79, 1925. 


London 1923 
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Tabelle X11. 
~ = 
2s 2 Sal! P2Os-Gehalt S. ve) 2 | 
E = | Vorhandene | 8558 $3 55/3] 
Nr.|Datum 3% | Zuckere | Zeit 3 » 2 |}-—__—_— 23 (| sele || Bemerkunge 
| OS | menge oN 35 5N 3$i5 7 
i all z= || vorher nachher | > N 2 = i 
! | | | 3 | 
} com mg | mg | mg mg mg N || 
1 | 20. V.\.0,75| 5mgGtu- 90 116 324) 2,32 1,13 0,98 || Anfang der 
| cose osphat. 
periode 
2 (27. X.''0,9 | 20mgFruce | 26 115 4,37 3,52) 1,09 0,95 | Hauptteil der 
tose 41 2,26 2,73; 2.10) 0,93 Phosphat. 
56 «887 1,58 |/8,58| 0,93 | Period 
3 /16.X./1,0 | 30mgFruce 3h 82 4,28 | 2,05 2,85 | 0,89 || Induktionszeit 
| | tose 1530’ 
3h 58 0,37) 5,0 | 0,86 | Mitte d. Phos 
= = os 1 phatperiode 
5h 74 <0,10) 5.38 Ende der ! 


hase 


Ganz anders verhalt sich aber die Vergirung der Polysaccharide 
Hier hauft sich naimlich in der ersten Stunde drei- bis viermal so viel 
Zucker als Hexosediphosphorsiure an, wie Glucosegruppen vergiren 
und erst in lingerer Zeit wird der angehiufte Ester allmahlich wieder 
gespalten. Wenn man nach der Berechnungsweise von Harden und 
Young fiir die Aufspaltung einen konstanten Betrag der Géarung in 
Abzug bringt, so wird das Mi®verhiltnis zwischen Esteranreicherung 
und Kohlensaurebildung noch erheblich gréBer. Der Einwand, dab der 
gebildete Ester auch hier méglicherweise keine Hexosediphosphorsiure 
wire, laBt sich auf iiberzeugende Weise widerlegen durch die Wirkung 
des Natriumarseniats. Schon Harden hat beobachtet’ | 8 das Natrium- 
arseniat die Vergirung des Glykogens um das Vierfache steigern kann, 
dies aber als eine Wirkung auf die Glykogenhydrolyse angesehen'). Die 
gleichzeitige Bestimmung der Kohlensiurebildung und Phosphat- 
veresterung fiihrt aber zu einer sehr einfachen Erklarung der Arseniat- 
wirkung; es wird namlich dabei die sich sonst bei der Glykogenvergarung 
anhiufende Hexosediphosphorsiure aufgespalten. Daher setzt 1. die 
Steigerung der Glykogenspaltung durch Arseniat erst allmahlich mit 
der Anhiufung des Hexosediphosphats ein, wihrend die Giarung zu 
gesetzten Hexosediphosphats durch Arseniat von Anfang an _ be 
schleunigt wird; 2. ist wahrend der beschleunigten Garperiode dic 
mehr gebildete Kohlenséure aquimolekular mit dem weniger veresterten 
bzw. mehr aufgespaltenen Phosphat. Hieraus ergibt sich also gleich- 
zeitig, daB wirklich Hexosediphosphat angehiuft war, das unter der 


1) Siehe Alcoholic Fermentation, 3. Aufl., S. 128. 





— 


ry Se 


rh 
ii 
9 


si 
sil 








Ngen 


der 
yhat. 
de 
) der 
»hat. 


de 


nszeit 


Phos 
eriode 
rl 


ride 
viel 
ren, 
eder 
und 
g in 
rung 
» der 
aure 
sung 
jum- 
ann, 
Die 
yhat- 
niat- 
rung 
_ die 
mit 
Zu 
be 
die 
rten 
eich- 
det 








Enzymatische Milchséurebildung im Muskelextrakt. ITI. 207 


Arseniatwirkung aufgespalten wird. Auch zeigen Versuche mit 
Robisonscher und Neubergscher Hexosemonophosphorsiure, daB deren 
Aufspaltung durch Arseniat anfinglich nicht beschleunigt wird, sondern 
erst nach Umlagerung der Monoester 7,,,, 

in die Harden-Youngsche Saure. Die 2a 
Wirkung des Arseniats auf die Ver- 





garung des Glykogens ist in Abb.19 * 
wiedergegeben und auch in der ‘ 
folgenden Tabelle XIII, Versuchla, * 
b, ec und 6a und b aufgefiihrt. ., 
& 
B. EinfluB des Fluorids. P 104 
In genau gleiche Richtung weist att 
das Verhalten des Natriumfluorids, “a 


denn adhnlich wie bei der Milch- 
siurebildung im Muskelextrakt gelingt ! | 
es zwar nicht mit den Hexosen, wohl 2b 








aber mit Glykogen, durch NaF Ver- 7 
esterung und Vergiirung zu trennen. £ 
Die Vergirung wird durch n/250 bis 2 

Ss 


n/l000 NaF nahezu aufgehoben, die 


Veresterung aber nur teilweise ge- J}- a 
hemmt. Wiirde diese letztere gar S DW BS oO 108 











nicht gehemmt werden, miiBte sich, Abb. 19. 
wie bei der Milchsiurebildung im (vesuudh &. Moventer 008) 
n ; Vergarung von Glykogen mit und ohne 
Muskelextrakt, die Hexosediphosphor- Arseniat mit gleichzeitiger Messung 
- - “ der Veresterung. 
saure starker enhaufen als ohne le Veins Gs Gubame Gee 
Fluorid, was : hier nicht bewb- Zusatz. 
° -_ ° e ° b: ; 
achtet wird. Eine Ubersicht ist in der  '?* Yeresterung des Glykogens ohne 
Tabelle XIII gegeben, wo in der letzten 2a: Vergirung von Glykogen in Gegen+ 
. y a . wart von Arseniat. 
Spalte das Verhiltnis 2b: Veresterung von Glykogen in 
- Gegenwart von Arsen:at. 
Molekiile Zucker verestert Das Plus an Vergirung entspricht 


Molekiile Zucker vergoren genau einem Minus an Veresterung. 
angegeben ist, das nach Harden- Young weit unter 1 sein miiBte, weil 
neben der Veresterung ja die Wiederaufspaltung des gebildeten Esters 
verliuft, so daB bei der. langsamen Giargeschwindigkeit des Glykogens 
iiberhaupt keine Zunahme der Hexosediphosphorsiure zu erwarten 
ware. Tatsichlich ist das Verhiltnis aber in den ersten 1 bis 11, Stunden 
2 bis 4, in Gegenwart von Fluorid noch beliebig gréBer. Spiterhin 
sinkt es infolge Wiederaufspaltung des Esters langsam ab. Zum Vergleich 
sind auch einige Versuche mit Zucker angegeben, die der Harden- Y oung- 
schen Gleichung folgen. Bei Hemmung der Zuckerspaltung durch 


Pee “etter 
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Fluorid wird auch die Veresterung gehemmt. Der kleine, iibrig ge- 
bliebene Rest muB auf Bindung des praformierten Glykogens in dem 
nicht ganz kohlehydratfreien Mazerationssaft bezogen werden und 
findet sich auch in Extrakten, die ohne Zusatz von Kohlehydrat unter 
Fluorideinwirkung gesetzt werden. 

Diese Versuche lassen sich noch auf indirekte Weise bestatigen. 
Zusammen mit J. Suranyt wurde gezeigt'), daB die Hexosediphosphor- 
siure eine starkere Saure als Phosphorsaure ist, und daB bei der Ver- 
esterung des Phosphats im Muskelextrakt eine aus der Differenz der 
Dissoziationskonstanten berechenbare Siuerung stattfindet. Dasselbe 
ist auch bei der Garung der Fall. Vertreibt man die Kohlensaiure durch 
Schiitteln, so ist diese Zunahme an Ester die einzige Ursache der Siuerung. 
Nun erfahrt ein mit Glykogen und Fluorid versetzter Mazerationssaft 
in 1 bis 2 Stunden eine Zunahme der Aciditaét etwa ebenso groB wie 
ohne Fluorid, obwohl die Garung véllig gehemmt ist, andererseits aber 
mit Glykogen und Arseniat eine erbeblich geringere, entsprechend der 
geringeren Veresterung. Dies ersieht man aus dem folgenden Beispiel 
(durch Arseniat wurde hier wie gelegentlich in schlechter giirenden 
Mazerationssaften die Vergirung des Glykogens nicht gesteigert). 


Tabelle XIV. 
pu-Verschiebung bei Veresterung des Phosphats im Hefemazerationssaft. 
Versuch 6. Dezember 1926. Vergaérung von Glykogen. Versuchszeit 
90 Minuten. 





Zucker P,O; Zucker Vv 
Zusatze vergoren verestert p PyVer 
H schiebung 

mg Gehalt Anderung | mg 

WO o ss 6% — 11,20 6,18 — 
Kein Zusatz . . . 2,22 7.68 — 392 5,02 5,92 — 0,26 
0,006n NaF... 0,04 $,92 — 2.28 2,92 5,95 0,23 

0,004 mol. Natrium- 

arseniat ... . 1,90 10,24 — 0,96 1,23 6,11 — 0,07 


C. Die Vergdrung der Hexosediphosphorsdure. 


Die in der vorhergehenden Arbeit mitgeteilten Tatsachen fiihrten 
zu dem SchluB, daB die Hexosediphosphorsiure die stabilisierte Form 
des Intermediarprodukts der Kohlehydratspaltung ist, als solches 

1. langsamer reagiert als der naszierende Ester, 

2. durch ein Ferment gespalten wird, das weniger empfindlich ist 

als das veresternde, und 

3. zu seinem Zerfall des fiir die Veresterung benétigten Coferments 

nicht bedarf. 


1) Diese Zeitschr. 178, 427, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 183. 14 
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Es bleibt zu zeigen, daB die Punkte 1 bis 3 auch fiir die Vergdru) 
der Hexosediphosphorsiure Geltung haben. 

1. DaB die Vergarung der Hexosediphosphorsiure so viel lang 
samer erfolgt als die des Zuckers, ist bekannt und bedarf keiner weitere; 
Belege. Aber von Interesse ist, daB sie von vornherein mit einer kor 
stanten Geschwindigkeit einsetzt, ohne Induktionsperiode und ohn 
Garanstieg. Die primare Aufspaltung des Esters und nicht das Auf 
treten geeigneter Wasserstoffakzeptoren bestimmt die Gargeschwindig 
keit. Diese wird daher im Gegensatz zur Vergirung der Hexosen und 
Polysaccharide durch Aldehyd nicht gesteigert, wohl aber auBerordent 
lich durch Natriumarseniat. 

2. Da’ Hefepriparate, die unfaihig sind Hexosen zu spalten, noch 
Hexosediphosphorsaure vergiiren, liBt sich leicht zeigen. In derart 
beschrinkt wirksamen Saften kann sogar die Vergiirung der Hexos: 
diphosphorsaéure noch durch Natriumarseniat stark stimuliert werden 
Nachdem friiher beobachtet war, daB die Induktionsperiode bei de: 
Vergirung der Zymohexosen durch Hexosediphosphat aufgehoben 
werden kann'), wurde, um die Angiarung nicht zu verzégern, stets 
etwas Hexosediphosphat zum Hexosengiirgemisch zugegeben. Aber in 
schlechteren Saften kam die Zuckervergirung dadurch doch nicht in 
Gang, sondern die Geschwindigkeit entsprach nur der Garung de 
Spur zugefiigten Hexosephosphats, wihrend dies selbst in héhere: 
Konzentration deutlich vergoren wurde. Als Beispiel sei ein Versuch 
mit Extrakt aus alter, nicht gut getrockneter Trockenhefe gegeben 


Versuch 17. Juli 1926. 28° in 2 Stunden 10 Minuten mit 0.5 cem Saft 





Umsatz in 
emm CO, 


ie ee as. 8 be oe 4 ex eke atcen a. 0 
» 1Proz. Glucose + 0,02 Proz. Mg-Hexosephosphat . . sie 11,5 
» 1 Proz. Glucose + 0,02 Proz. Mg-Hexosephosph. + 0/400 Aldehyd 16,0 
a Eee OO SIS ng wt ttt ee 100) 
» 1,1 Proz. Mg-Hexosephosphat + 0,003 mol Natriumarseniat. . 592 


3. Der wichtigste Punkt diirfte die Vergarung der Hexosediphospho 
siure in Abwesenheit des Coferments sein, denn nach der Auffassung 
von Harden und Young erscheint dies unméglich, weil ja nach dieser 
die Vergirung der Hexosediphosphorsiure auf dem Umweg iiber die 
erste Girungsgleichung stattfinden soll. Nun haben die englischen 
Forscher selbst Versuche mit Acetonhefe (Zymin) angestellt. die durch 
mehrmaliges Waschen von Coferment befreit wurde*). Durch dies°s 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 102, 185, 1918. 
*) Proc. Roy. Soe. Ser. B. 82, 321, 1910. 














en 





na 





Enzymatische Milchséurebildung im Muskelextrakt. L11. 211 


gewaschene Zymin wurde das Hexosediphosphat zum Teil in an- 
organisches Phosphat und girfaihige Hexose gespalten, zum anderen 
feil ab. r entstand nach den Versuchsprotokollen der Autoren Garungs- 
kohlensaure bis zur Halfte der bei totalem Umsatz méglichen Menge. 
Diese letztere Beobachtung haben Harden und Young wohl nur deshalb 
auBer acht gelassen, weil sie nicht sicher waren, das Coferment voll- 
standig entfernt zu haben. In meinen eigenen Versuchen wurde 
durch zweimaliges Waschen von Aceton- 
hefe auf der Zentrifuge mit gréBeren 
Mengen Wassers das Coferment so weit 
entfernt, daB Zucker in Phosphat- 
lisung ohne gleichzeitige Zugabe von 
Hefekochsaft durch die Acetonhefe nicht 
mehr vergoren wurde. Eine derartige 
Acetonhefesuspension von 0,5 bis 1 g, 
zweimal mit je 40ccem Wasser gewaschen 
und wieder auf ein kleines Volumen 
aufgefiillt, vergart Glucose und Fructose 
auch nicht nach Zugabe von etwas 
Hexosephosphat, wohl aber das Hexose- 
phosphat selbst, und zwar wenig 


schwicher als eine gleich konzentrierte, 
ungewaschene Suspension. Gibt man 





‘ ; A Abb. 20 
aber Kochsaft hinzu, so wird jetzt Glu- — Vergirung von Glucose und Hexoses 


cose ungefahr ebenso rasch wie die diphosphat durch \cetonhete in Gegen- 
wart und Abwesenheit von Coferment. 


Ausgangssuspension vergoren und das (Versuch 12. VII. 1926 Tabelle XV, 1). 
1.: Glucoseumsatz durch 
gewaschene Acetonhefe ohne 


Hexosephosphat ein wenig stirker als © 














die Suspension ohne Kochsaft. Dieser Kochsatt. 
Unterschied riihrt zum kleinen Teil von ® © 2: Vewinung von Glo 
a s . cose durch gewaschene Aceton: 
der Garung der im Kochsaft vorhandenen hefe nach Zusatz von Kochsaft 
Kohlehydrate, zum gréBeren aber von ~* 5.: Vergirung v. Hexose- 
od “ v. J os phosphat durch nicht gewaschene 
der zusaitzlichen Vergiirung des bei der Acetonhefe 
Esterhydrolyse gebildeten Zuckers her. + + 4: Vergirung v. Hexose- 


és ; : phosphat d. gewaschene Aceton: 
Von unserem Siandpunkt erscheint diese hefe ohne Kochsaft 

: 5.: Vergirung v. Hexose- 
. é r phosphat d. gewaschene Aceton- 
Faktum, daB hier offenbar eine Ver- hefe mit Kochsatt. 


garung von Hexosediphosphorsaéure in 

Abwesenheit des Coferments vorliegt (s. Abb. 20). Nun wird allerdings 
bei weiterem Waschen auch schlieBlich die Garung der Hexosediphosphor- 
siure zum Verschwinden gebracht und kann durch Zugabe von Kochsaft 
nachher noch zu einem kleinen Teile restitutiert werden. SchlieBt man 
hieraus, da durch das zweimalige Waschen das Coferment nicht restlos 
entfernt wurde, so wiirde auch die Girung des Hexosephosphats 





Zusatzgirung weniger interessant als das 


14* 
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noch einer Spur der Cozymase bediirfen, die aber um das Vielfach 
geringer wire als die fiir die Zuckergirung benétigte Menge. Wah: 
scheinlicher jedoch ist, daB durch zu hiaufiges Waschen das Enzyn 
selbst geschidigt wird. Jedenfalls ist das Verhalten véllig analog der 
Hexosephosphatspaltung im Muskelextrakt. Auch hier darf der Extrakt 
nicht beliebig lang dialysiert werden; aber auch hier ist die Kohl 
hydratspaltung schon lange erloschen, wenn die Spaltung des Hexos: 
phosphats nur wenig geschwacht wird, und auch bier laBt sich durch 
Kochsaft die erstere fast véllig restituieren, wihrend die Spaltung des 
Esters dadurch nur schwach gesteigert wird. 

Nach Entfernung des Coferments wird die Vergirung der Hexos: 
diphosphorsiure durch Arseniat nicht mehr beschleunigt; dagegen 
laBt sich diese Beschleunigung durch Zusatz von Kochsaft restituieren 
Moéglicherweise bedarf es also fiir die Wirkung des Arseniats des Co 
ferments, falls hier nicht sekundare Einfliisse im Spiele sind. Jedenfalls 
beeinfluBt in Abwesenheit des Coferments das Arseniat ebensowenig 
die Abspaltung des Phosphats wie die Garung, so daB auch bierdurch 
keine Trennung der Hydrolyse vom vollstindigen Zerfall des Esters 
herbeigefiihrt wird. 

In mehreren dieser Versuche wurde gleichzeitig der Phosphat- 
umsatz bestimmt. Fiir die Hexosephosphatspaltung gewaschener 
Acetonhefe ergibt sich unter Zugabe von Kochsaft eine recht genaue 
Aquimolekularitaét von Phosphat- und Kohlensiurebildung sowohl! 
mit wie ohne Arseniat, ganz entsprechend der kompletten Aufspaltung 
des Esters; dagegen kann ohne Kochsaft die Phosphatabspaltung 
die gleichzeitige Girung bis auf etwa das Doppelte iibertreffen. Dies 
entspricht der neben der direkten Vergiirung stattfindenden hydro 
lytischen Spaltung, die in Anwesenheit von Kochsaft durch Vergarung 
nach der ersten Hardeaschen Gleichung unsichtbar gemacht wird 
Eine Reihe von Versuchen iiber die cofermentfreie Vergirung der 
Hexosediphosphorsaure enthilt Tabelle XV. 

Der Versuch 3 zeigt, daB Aldehyd die Traubenzuckergarung 
enorm steigert, aber nur in Anwesenheit von Coferment, wahrend es 
auf Hexosephosphat ohne Wirkung ist. Harden") hat die Angabe 
gemacht, daB das Coferment sich in Acetonpraparaten aus englischen 
Oberhefen durch Kaliumphosphat -+ Aldehyd ersetzen lieBe und in 
Zusammenhang damit geschlossen, daB die Cozymase ahnlich den 
Aldehyden in den ,,Oxydoreduktionsvorgang der Girung eingriffe 
Dieser SchluB scheint jedoch auf Grund der vélligen Ubereinstimmung 
der Cozymasenrolle bei der Girung und Milchsaiurebildung wenig 


1) Biochem. Journ. 11, 64, 1917; Alcoholic Fermentation, 3. Aufl., 
S. 71. 
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wahrscheinlich. Dariiber hinaus ist auch der von Harden beschrieben 
Effekt von Kaliumphosphat + Aldehyd an den Praparaten an: 
deutschen Unterhefen nicht zu reproduzieren. Méglicherweise bleil 
doch in den Oberhefepraparaten von Harden noch ein Rest von Co 
enzym 7zuriick, das dann durch Aldehyd kraftig aktiviert werden kam 

Nach der hier vertretenen Ansicht entspricht die zweite Girungs 
phase genau der zweiten Phase der Milchséurebildung. Der Girung: 
abfall nach der Phosphatperiode beruht danach nicht auf der Un 
schaltung der beherrschenden Reaktionsgeschwindigkeit (Contreling 
factor von Harden) von der Veresterung auf die hydrolytische Spaltung 
des Esters, sondern von der Vergiirung des naszierenden Esters aut 
die Vergarung des stabilisierten Esters. Hierzu addiert sich dann noch 
die Hydrolyse, die aber ahnlich wie beim Muskelextrakt auf ein a!! 
mihliches Versagen des Girungsferments zuriickgetiihrt werden kann 
Die zwischen der Milchsiurebildung und der alkoholischen Girung 
noch itbrigbleibenden Unterschiede der Kinetik beruhen nur zum 
Teil auf dem verschiedenen Chemismus, zum anderen Teile auf der 
sehr verschiedenen Stabilitat der Fermente, den groBen Unterschieden 
in der Konzentration der wirksamen Bestan¢teile, wie Phosphat, Co 
ferment, Zucker und ahnlichem. 


,Zusammenfassung. 


J. Von dem milchséurebildenden Ferment des Muskels in Lésung 
werden die giirfihigen Hexosen unmittelbar sebr viel schwiicher in 
Milchsiure gespalten als die Polysaccharide; relativ am besten von 
frischem Kaainchenmuskelextrakt. 

2. Fiigt man jedoch einen durch alkoholische Fallung von Hef 
autolysat gewonnenen Aktivator hinzu, so werden die Hexosen mit 
groBer Geschwindigkeit umgesetzt, wobei sie zur Hilfte in Milchsiur 
gespalten, zur anderen Hialfte verestert werden. Sobald entweder das 
Phosphat oder der freie Zucker verbraucht ist, fallt die Geschwindigkeit 
der Milchsiurebildung ab und entspricht nunmehr der Aufspaltung 
der gebildeten Hexosediphosphorsiure im aquimolekulare Mengen 
Milchsaiure und Phosphorsiure. Die Milchsiurebildung in der ersten 
Phase ist daher dem vorhandenen anorganischen Phosphat proportional! 
und laBt sich nach Veresterung desselben durch neue Phosphatzugal» 
wieder steigern. Durch kleine Konzentrationen von Arseniat wird div 
Spaltungsgeschwindigkeit der Hexosediphosphorsiure — betrachtlic!i 
erhéht; etwas geringer auch die Spaltung der Polysaccharide und det 
Hexosen in derjenigen Phase, wo sich Hexosediphosphorsaure anhauft 


3. Der in die Augen springende Parallelismus des Hexoseumsatzes 
im Muskelextrakt mit dem der alkoholischen Garung im Hefeextrakt 
wird noch vervollstandigt durch folgende neu gefundene Figentiimlic! 
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citen des Garungsablaufs: Nur die Hexosen werden entsprechend der 
Harden-Youngschen Gleichung genau im Verhiltnis 1:1 verestert 
ind gespalten. Dagegen hiuft sich bei der Vergirung des Glykogens 
md der Starke in der ersten Zeit das Mehrfache an Hexosedipbosphat 
nals vergart Hierauf ist die starke Steigerung der Glykogenvergiirung 
durch Arseniat zuriickzufiihren, da hiermit die sonst angehiufte Hexose- 
diphosphorsiure aufgespalten wird. Durch Fluorid laBt sich die Ver- 
esterung des Glykogens von der Vergiirung ahnlich trennen wie im 
Muskelextrakt. Die Hexosediphosphorsiure kann durch annihernd 
cofermentfreie Zymase (mehrfach gewaschene Acetonhefe) vergoren 
werden. Die Vergiirung in der zweiten Phase vollzieht sich danach 
nicht unter hydrolytischer Spaltung des Esters und erneutem Umsatz 
der Spaltprodukte, sondern wie im Muskelextrakt unter direktem 
Zerfall der Hexosediphosphorsiure in die Endprodukte, waihrend das 
Coferment nur fiir die Bildung des Phosphorsiureesters benétigt wird 
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Nachdem es kiirzlich gelungen ist?), das Milchsiure bildende 
Ferment des Muskels in Lésung zu iiberfiihren, konnten einige Fragen 
beziiglich der chemischen Komponenten des wirksamen Enzym- 
komplexes einer direkteren Bearbeitung unterzogen werden, als es 
bisher méglich war. Diese betreffen vor allem die weitere Isolierung 
der Bestandteile des Enzymsystems, die Reinigung des Coferments 
und des Ferments selbst. Wahrend bekanntlich die Reinigung der 
hydrolysierenden Fermente vor allem dank der Arbeiten Willstdtters 
und von Eulers schon groBe Fortschritte gemacht hat, ist bisher die 


1) Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Rockefellerstiftung aus 
gefiihrt, der ich dafiir auch an dieser Stelle meinen Dank sage. 
2) O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 
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weitere Isolierung solcher Fermente, die die energieliefernden Stoff- 
wechselreaktionen katalysieren, nicht méglich gewesen. Das bisher hierin 
“rreichte bei der Zymase, dem Atmungsferment und neuerdings dem 
Milchsiure bildenden Ferment des Muskels beschrinkt sich darauf, 
die Gesamtheit der wasserléslichen Zellinhaltsstoffe durch Auspressen 
oder Extrahieren zu gewinnen und in diesem strukturlosen Gemisch 
die Anwesenheit des Fermentsystems zu demonstrieren. Ich halte 
es deshalb fiir einen Fortschritt, daB im folgenden nicht nur das Co- 
ferment, sondern das veresternde und Milchsiure bildende Ferment 
selbst zu einem erheblichen Teil von EiweiB befreit werden konnte, 
so daB gegeniiber stark wirksamen Extrakten eine 10- bis 20fache 
Konzentrierung der Wirksamkeit, bezogen auf den Eiweibgehalt, 
herbeigefiihrt wurde. 

Die Arbeit, die auf Vorschlag und unter Leitung von Prof. Meyerhof 
ausgefiihrt wurde, beschaftigt sich in ihrem ersten Teil mit der Reinigung 
des Coferments und seiner Wirkung und im AnschluB daran mit der 
Frage, ob das Coferment der Milchsiurebildung auch ein Coferment 
der Atmung ist. Im dritten Teil wird die Frage nach einer Mitwirkung 
des Caleciums fiir den Zuckerumsatz untersucht und schlieBlich im 
vierten Teil die Reinigung des Ferments selbst behandelt. Die Ver- 
suche dieses Abschnittes werden fortgesetzt. 


1. Die Wirkung des gereinigten Coferments und die Unentbehrlichkeit des 
Phosphats fiir die Milchsiurebildung. 

Die erste Frage betrifft die Wirkungsweise des Coferments der 
Milchsaiurebildung. Das von Harden und Young entdeckte Coferment 
der alkoholischen Giarung'), das durch Dialyse bzw. Ultrafiltration 
des Hefesaftes oder auch durch "Kochen von der Zymasy getrennt 
werden kann, laiBt sich, wie diese Autoren weiterhin zeigten, von an- 
organischem Phosphat sowie von Hexosediphosphorsiure befreien und 
so der Beweis erbringen, daB das Coferment (Cozymase) neben dem 
anorganischen und veresterten Phosphat einen notwendigen Bestand- 
teil des Zymasekomplexes darstellt. Nachdem sich ergeben hatte, 
da8 der Muskel und andere tierische Organe echte Cozymase enthalten?), 
und daB diese offenbar bei der Atmung sowie der Milchsiurebildung*) 
eine ahnliche Rolle spielt wie die Cozymase der Hefe bei der alko- 
holischen Garung, war'die Frage, ob sich auch hier auf den von Harden 


1) Proce. Roy. Soc. B. 77, 405, 1906. 

2) O. Meyerho{, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 165, 
1918; 102, 1, 1918; vgl. auch die Bestatigung bei Huler, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 123, 90, 1922. 

3) O. Meyerhoj, Pfliigers Arch. 175, 20, 1919. 
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und Young eingeschlagenen sowie von Euler weiterhin verfolgten 
Wegen der direkte Beweis erbringen lieB, daB diese phosphatfrei: 
Verbindung als echtes Coferment der Milchsiurebildung figuriert 
und ob ferner zu ihrer Betitigung der Zusatz von anorganischem 
Phosphat ebenso nétig ist wie bei der alkoholischen Garung. Daj 
das mehr oder weniger gereinigte Coferment der Muskulatur die alko 
holische Giirung annihernd ebensogut aktiviert wie gereinigtes (Co 
ferment aus Hefe, ist schon friiher gezeigt worden’). 

Der Fermentextrakt der Muskulatur laBt sich auf mehrere Weis: 
von Coferment befreien. Man kann sich dafiir entweder mehrfache: 
Extraktion der Muskulatur bedienen, indem der dritte und viert 
Extrakt zwar reichlich Milchsiure bildendes Ferment, aber nahezu 
kein Coferment mehr enthalt*), oder auch der ,,klassischen Methode 
der Dialyse. Auf der anderen Seite kann man als Ausgangsmateria! 
fiir die Reinigung des Muskelcoferments entweder das Dialysat, den 
gekochten oder filtrierten Muskelextrakt oder den Kochsaft aus Musku 
latur wahlen. Das Dialysat kommt wegen zu starker Verdiinnung 
kaum in Betracht. Der Kochsaft des Extrakts hat gegeniiber direktem 
Muskelkochsaft den Vorteil, fast kohlehydratfrei zu sein, doch ist der 
Muskelkochsaft selbst so viel reicher an Coferment, daB ich in det 
Regel diesen als Ausgangsmaterial gewahlit habe. 


Methoden. 

Der Verlauf der Milchsiurebildung wurde manometrisch verfolgt® 
wobei die speziell fiir die Glykolysemessung’ im Muskelextrakt an 
gegebenen Vorschriften und Berechnungsmethoden Anwendung 
fanden*). Die Gesamtfliissigkeit pro Bestimmung betrug 0,9 bis 1 cem 
das Volumen der GlykolysegefiBe 6cem. Der mit unterkiihlter KCl 
Lésung gewonnene Muskelextrakt wurde in Kollodiumschlauchen von 
Coferment und einem Teil des Phosphats befreit. Bei der groben 
Empfindlichkeit des Ferments muBte die Dialyse in unterkiiblter 
Lésung bei 0 bis — 2° geschehen. Die Kollodiumschliuche wurden 
nach der Vorschrift von Brown®) mit den von Lundsgaard und 
Holiboll®) angegebenen Modifikationen angefertigt. Sie waren fiir 
Kristalloide so gut durchlissig, daB eine etwa 12mm weite und 
10 ccm fassende Hiilse 1 proz. Glucose gegen 10 ccm destilliertes Wasser 


') O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, s. bes. 5.18, 1918. 

2) Derselbe, diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 

3) O. Warburg, ebendaselbst 142, 317, 1923; 162, 51, 1924; 164, 45! 
1925. 

4) O. Meyerhof, ebendaselbst 178, 395, 1926. 

5) Biochem. Journ. 9, 591, 1915. 

®) Hospitals Tidende 68, 849 und 866, 1925. 
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zu 46 Proz. in einer Stunde durchlieB, was einem %)proz. Ausgleich 
entsprach. Die von mir benutzten Hiilsen faBten im allgemeinen 6 ecm 
Sie wurden auf einem Brettchen befestigt, das durch einen Motor 
mittels Exzenter auf und ab bewegt wurde. Die Hiilse mit Brettchen 
befand sich in einer Schale mit KCl-Lésung, die sich in einem Kilte- 
gemisch von etwa — 3° befand. Eine sehr weitgehende Dialyse vertriigt 
der Muskelextrakt auch nicht unter diesen Kautelen. Wahrend er 
nach 40 Minuten noch gut reaktivierbar ist, kann er nach 60 Minuten 
und erst recht nach 80 Minuten langer Dialyse meist nur noch durch 
konzentrierten Kochsaft, aber nicht mehr durch verdiinntes gereinigtes 
Coferment aktiviert werden. Doch reichen in der Regel 40 bis 60 Minuten 
aus, um das Coferment bis zur vélligen Wirkungslosigkeit zu entfernen 

Die Reinigung des Coferments geschah nach verschiedenen Me- 
theden. Stets wurde der Muskelkochsaft zunichst auf 50 Proz. Alkohol-. 
gehalt gebracht, das ausgeschiedene Glykogen wurde nach !,- bis 
|stiindigem Stehen der Lésung im Kiltegemisch zentrifugiert. Zur 
Entfernung des Phosphats wurde in den ersten Versuchen nach den 
\ngaben von Harden und Young der Alkohol durch Findampfen ver- 
trieben und dann neutrales Bleiacetat im Uberschu8 hinzugegeben. 
Nach Filtration wurde das Blei durch Schwefelwasserstoff entfernt 
und dieser durch Luftstrom vertrieben. Hieran wurden die von Euler 
angegebenen Reinigungsverfahren') angeschlossen, die durch Ad- 
sorption an basisches Bleiacetat (von pq etwa 9) oder an Aluminium. 
hydroxyd eine weitere Konzentrierung bezwecken. Wabrend es aller- 
dings so gelang, mit dem Muskeleoenzym Fraktionen zu gewinnen. 
die gewaschene Acetonhefe zur Girung zu aktivieren vermochten 
waren sie gegeniiber dem empfindlicheren glykolytischen Ferment 
des Muskels wirkungslos. Das lag wohl zur Hauptsache, abgesehen 
von der Verdiinnung des Coferments, an der Schidigung durch den 
hohen Salzgehalt der Lésung. 

Ich versuchte, das Coferment durch Eindampfen bei 50° anzu- 
reichern und dann durch Abkiihlung der Lésung bis auf — 2° einen 
Teil der Salze auszufillen. Aber auch jetzt war die Aktivierung des 
dialysierten Muskelextrakts ungentigend. Ich ging deshalb zu anderen 
Reinigungsmethoden iiber und entfernte das Phosphat durch Zusatz 
von Bariumchlorid bei etwa py8. In der Regel wurden auf 8 cem 
eingedampften, von Glykogen befreiten Muskelkochsaft 2 ccm n BaCl, 
verwandt. Das iiberschiissige Barium wurde zunichst durch Kohlen- 
siure, dann nach Abfiltrieren des Carbonats durch vorsichtigen Zusatz 
von Schwefelsiure entfernt und die Lésung bei etwa 35° mit einem 
Fén eingedampft. Diese Lésungen erwiesen sich als wirksam, waren 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 188, 1, 189, 281, 1924. 
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aber noch nicht phosphatfrei. Doch lieBen sich die hier noch vor 
handenen Spuren Phosphat entfernen, wenn man auBer Bariumchlori 
auch noch kolloides Eisenhydroxyd in Mengen von etwa 2 ccm 10 proz 
Sols hinzusetzte. Die so gewonnenen phosphatfreien Filtrate enthielten 
das Coferment des Muskels in geniigender Konzentration ohne stérende 
Beimengungen von anderen Salzen, um gegeniiber dem dialysierten 
Muskelenzym wirksam zu sein. Mit ihnen lieB sich die Aufgabe, di: 
Wirkung des Phosphats von der des Coferments vollstandig zu trennen 
erledigen. 

Wihrend ich davon absehe, die verschiedenen Etappen der Aus 
probierung des hier benutzten Reinigungsverfahrens im einzelnen 
wiederzugeben, seien nur zwei Beispiele angefiihrt, um die Wirksamkeit 
sowohl des iiber das Bleiacetat, wie tiber Bariumchlorid und Eisen 
hydroxyd gereinigten Muskeleoenzyms auf die Garung gewaschener 
Acetonhefe zu_belegen. 

1. Aktivierung der Girung von <Acetonhefe mittels des Blei- 
filtrats des Muskelkochsaftes. 39 cem Muskelkochsaft + 40 cem 96 proz 
Alkohol; Alkohol durch Eindampfen vertrieben, Filtrat mit Pb-Acetat 
gefallt; nach Entfernen des Pb durch H,S ein Drittel des Filtrats 
eine Stunde lang bei etwa 35° eingedampft. 

Versuch. 26. Marz 1926. 0,03 g gewaschene Acetonhefe geben in 
30 Minuten mit 1,2 Proz. Glucose: 





COz bei 20° 


cmm 

‘ 
ee ee 2,2 
b) Mit 0,4cem Muskelkochsaft . . . 78,2 
c) Mit 0,4cem Pb-Filtrat. . . . .. 36,0 


2. Aktivierung der Garung von Acetonhefe durch tiber BaCl, 
und Fe(OH), gereinigtes Coferment. 


Versuch. 26. April 1926. 54 ccm Muskelkochsaft + 50cem Alkohol, 
nach Entfernen des Alkohols 8 cem des Ausgangsextrakts mit 2 cem n BaCl, 
2cecem 10proz. Fe(OH), versetzt. Nach Filtration Ba bei schwach 
alkalischer Reaktion mit CO,, dann mit Schwefelséiure entfernt. 0,03 g 
gewaschene Acetonhefe geben in 60 Minuten mit 1,2 Proz. Glucose: 





CO, 
cmm 
a) Ohne Zusatz ...... 0,5 
b) Mit 0.4cem Muskelkochs 89,0 


c) Mit 04cem Filtrat . . . 42 0 
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Hinsichtlich der Bedeutung des Coferments fiir das Milchsaiure 
bildende Ferment des Muskels war zuerst zu beweisen, daB tatsichlich 
bei der Dialyse des Muskelextrakts in das Dialysat eine Substanz 
iibergeht, die mit der im Muskelkochsaft enthaltenen identisch ist, 
welche den inaktiven dialysierten Riickstand zur Milchsiurebildung 
befahigt. Dies lieB sich dadurch zeigen, daB der Muskelkochsaft diese 
Substanz ebenso durch Dialyse verliert. 

Versuch 3. 28. Mai 1926. 6ccem Extrakt gegen 0,9 Proz. KCl 60 Mi- 
nuten bei 2° dialysiert (a); 10cem Muskelkochsaft bei Eiskiihlung 
5 Stunden gegen 10 ccm destillierten Wassers dialysiert (b) und das Dialysat 
auf 3 cem eingedampft; 6 cem Muskelkochsaft bei Eiskiihlung gegen | Liter 
destillierten Wassers dialysiert (c). 

Je 0,3cem Muskelextrakt mit Bicarbonat, 0,45 Proz. Starke und 
Zusaitzen auf 0,9 cem gebracht, bei 20° in 60 Minuten: 





co, 
cmm 
l. Umverfimderter Mudkelextrakt ...... 2.22 es eee 2 85 
2. Dialysierter Muskelextrakt (a) .......2..-+++e8e-e 5.1 
3. Dialysierter Muskelextrakt (a) + 0,4ccem Muskelkochsaft . . 69 
4. Dialysierter Muskelextrakt (a) + 0,4ccm dialysierter Muskel- 
I Narita Dake eg hy a ee ae Stat Skee tea eR 74 
5. Dialysierter Muskelextrakt (a) + 0,4cem eingeengtes Dialysat 
ee ly 61 


1 emm CO, = 0,004 mg Milchsiure. 


Wurde der Muskelkochsaft, wie oben angegeben, mit Alkohol 
von Glykogen, mit BaCl, und kolloidem Eisenhydroxyd von Phosphat 
befreit, so lieB sich das gereinigte Coferment der Milchsiurebildung 
dari nachweisen: dialysierter Muskelextrakt, mit Glykogen und 
Phosphat versetzt, war wirkungslos, wurde aber durch Zusatz des 
gereinigten Coferments aktiviert. Andererseits war aber auch Glykogen 

Coferment wirkungslos, falls nicht Phosphat hinzugegeben wurde. 
Dariiber hinaus zeigte sich, daB die Milchsiurebildung in einem ge- 
wissen Konzentrationsbereich mit Vermehrung des Phosphats stieg. 
Zu dieser Versuchsanordnung ist zu bemerken, daB zwar das Coferment 
volistindig von Phosphat befreit werden kann, nicht aber der dialy- 
sierte Fermentriickstand. Wird hier die Dialyse bis zur vollstandigen 
Entfernung des Phosphats fortgesetzt, was erst in mehreren Stunden 
erreichbar ist, so laBt sich der Riickstand nicht mehr aktivieren. Trotz- 
dem aber bedarf der Riickstand in Gegenwart phosphatfreien Coferments 
einer Zugabe von anorganischem Phosphat, um wirksam zu sein. 
Die in dem Extrakt noch vorhandene Menge Phosphat reicht nicht 
mehr zur Entfesselung der Milchsiurebildung aus. Auch sonst liBt 
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aber noch nicht phosphatfrei. Doch lieBen sich die hier noch vor 
handenen Spuren Phosphat entfernen, wenn man auBer Bariumchlori 
auch noch kolloides Eisenhydroxyd in Mengen von etwa 2 ccm 10proz 
Sols hinzusetzte. Die so gewonnenen phosphatfreien Filtrate enthielten 
das Coferment des Muskels in geniigender Konzentration ohne stérende 
Beimengungen von anderen Salzen, um gegeniiber dem dialysierten 
Muskelenzym wirksam zu sein. Mit ihnen lieB sich die Aufgabe, dic 
Wirkung des Phosphats von der des Coferments vollstandig zu trennen 
erledigen. 

Wahrend ich davon absehe, die verschiedenen Etappen der Aus 
probierung des hier benutzten Reinigungsverfahrens im _ einzelnen 
wiederzugeben, seien nur zwei Beispiele angefiihrt, um die Wirksamkeit 
sowohl des iiber das Bleiacetat, wie tiber Bariumchlorid und Eisen 
hydroxyd gereinigten Muskeleoenzyms auf die Garung gewaschener 
Acetonhefe zu_belegen. 

1. Aktivierung der Garung von Acetonhefe mittels des Blei- 
filtrats des Muskelkochsaftes. 39 cem Muskelkochsaft + 40 cem 96 proz 
Alkohol; Alkohol durch Eindampfen vertrieben, Filtrat mit Pb-Acetat 
gefillt; nach Entfernen des Pb durch H,S ein Drittel des Filtrats 
eine Stunde lang bei etwa 35° eingedampft. 

Versuch. 26. Marz 1926. 0,03 g gewaschene Acetonhefe geben in 
30 Minuten mit 1,2 Proz. Glucose: 





_ COz bei 20° 
cmm 
Gee gs i ie Ss Se 2,2 
b) Mit 0,4cem Muskelkochsaft . 78,2 
c) Mit 0.4cem Pb-Filtrat. . .... 36,0 


2. Aktivierung der Garung von Acetonhefe durch tiber BaCl, 
und Fe(OH), gereinigtes Coferment. 


Versuch. 26. April 1926. 54 cem Muskelkochsaft + 50 cem Alkohol, 
nach Entfernen des Alkohols 8 cem des Ausgangsextrakts mit 2 cem n BaCl, 
2cem 1l0proz. Fe(OH), versetzt. Nach Filtration Ba bei schwach 
alkalischer Reaktion mit CO,, dann mit Schwefelséiure entfernt. 0,03 g 
gewaschene Acetonhefe geben in 60 Minuten mit 1,2 Proz. Glucose: 





co, 
cmm 
op Gee De. a os os 0.5 
b) Mit 0.4cem Muskelkochs 39.0 


c) Mit O4cem Filtrat .. . 42 0 
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Hinsichtlich der Bedeutung des Coferments fiir das Milchsiure 
bildende Ferment des Muskels war zuerst zu beweisen, daB tatsichlich 
bei der Dialyse des Muskelextrakts in das Dialysat eine Substanz 
iibergeht, die mit der im Muskelkochsaft enthaltenen identisch ist, 
welche den inaktiven dialysierten Riickstand zur Milchsiurebildung 
befahigt. Dies lieB sich dadurch zeigen, daB der Muskelkochsaft diese 
Substanz ebenso durch Dialyse verliert. 

Versuch 3. 28. Mai 1926. 6ccem Extrakt gegen 0,9 Proz. KCl 60 Mi- 
nuten bei 2° dialysiert (a); 10cem Muskelkochsaft bei Eiskiihlung 
5 Stunden gegen 10 ccm destillierten Wassers dialysiert (b) und das Dialysat 
auf 3 cem eingedampft ; 6 cem Muskelkochsaft bei Eiskiihlung gegen 1 Liter 
destillierten Wassers dialysiert (c). 

Je 0,3cem Muskelextrakt mit Bicarbonat, 0,45 Proz. Starke und 
Zusatzen auf 0,9 cem gebracht, bei 20° in 60 Minuten: 





CO, 
cmm 
1. Unveranderter Muskelextrakt .......2...2::+6 85 
2. Dialysierter Muskelextrakt (a) ......4.2.2.2.2226868 5,1 
3. Dialysierter Muskelextrakt (a) + 0,4ccem Muskelkochsaft . . 69 
4. Dialysierter Muskelextrakt (a) + 0.4ccm dialysierter Muskel- 
EE ots ar aod eh a ka Bee Oe ee 7,4 
5. Dialysierter Muskelextrakt (a) + 0,4cem eingeengtes Dialysat 
ee I a ee ee Pe 61 


lcmm COs, = 0,004 mg Milchsaure. 


Wurde der Muskelkochsaft, wie oben angegeben, mit Alkohol 
von Glykogen, mit BaCl, und kolioidem Eisenhydroxyd von Phosphat 
befreit, so lieB sich das gereinigte Coferment der Milchsiurebildung 
darin nachweisen: dialysierter Muskelextrakt, mit Glykogen und 
Phosphat versetzt, war wirkungslos, wurde aber durch Zusatz des 
gereinigten Coferments aktiviert. Andererseits war aber auch Glykogen 

Coferment wirkungslos, falls nicht Phosphat hinzugegeben wurde. 
Dariiber hinaus zeigte sich, daB die Milchsiurebildung in einem ge- 
wissen Konzentrationsbereich mit Vermehrung des Phosphats stieg. 
Zu dieser Versuchsanordnung ist zu bemerken, daB zwar das Coferment 
vollstandig von Phosphat befreit werden kann, nicht aber der dialy- 
sierte Fermentriickstand. Wird hier die Dialyse bis zur vollstandigen 
Entfernung des Phosphats fortgesetzt, was erst in mehreren Stunden 
erreichbar ist, so laBt sich der Riickstand nicht mehr aktivieren. Trotz- 
dem aber bedarf der Riickstand in Gegenwart phosphatfreien Coferments 
einer Zugabe von anorganischem Phosphat, um wirksam zu sein. 
Die in dem Extrakt noch vorhandene Menge Phosphat reicht nicht 
mehr zur Entfesselung der Milchséurebildung aus. Auch sonst liBt 
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sich beobachten, daB die Vermehrung des anorganischen Phosphat 
eine um so gréBere Wirkung auf das Ferment hat, je geschadigter . 
ist. Wahrend die Vermehrung der Phosphatkonzentration in frischen 
Extrakt zunichst die Milchsiurebildung unbeeinfluBt laBt oder soga, 
verringert, fiihrt der Zusatz des Phosphats zu alterem Extrakt ein 
starke Steigerung herbei. In dialysiertem Extrakt wird teils durch 
die Dialyse, teils durch die Verdiinnung der Gesamtgehalt des Phosphat:s 
in l eem auf etwa 0,1 bis 0,15 mg P,O,; herabgesetzt, wahrend er in 
unverdiinnten Muskelextrakt 0,5 bis 0,6 mg P,O, betragt. Bei steigen 
dem Zusatz von Phosphat zwischen 0.12 bis 0,6mg P,O,; steigt diy 
Milchsaurebildung des dialysierten, mit gereinigtem Coferment ve: 
setzten Extrakts an. Weniger empfindlich gegen Dialyse war de1 
Muskelextrakt frisch gefangener Herbstfrésche. Bei diesen lieBen sich 
waihrend 80 bis 90 Minuten etwa zwei Drittel des Phosphats aus dem 
Riickstand entfernen, so daB der Gesamtgehalt in l eem nur noch 
etwa 0,08mg P,O, betrug. Die Aktivierung durch Coferment und 
Phosphat verlief hier ahnlich. Mehrere derartige Versuche sind in de: 
Tabelle | vereinigt. In einigen anderen Fallen war das Ergebnis negatiy 
indem entweder durch zu lange Dialyse der Fermentriickstand nicht 
mehr aktivierbar war oder die gereinigte Cofermentlésung zu wenig 
Coferment enthielt, oder schlieBlich auch die Dialyse zur Entternung 
des Coferments nicht ausreichte. Diese Versuche sind fortgelassen 
da es sich um technische Mingel handelt, die durch zunehmende Fr. 
fahrung zu vermeiden sind. Zu allen Versuchen wurden 0,3 cem Riick 
stand, 0,02 n NaHCO, und 0,5 Proz. Starke zugegeben und das Volumen 
mit KCl auf 0,9ccm aufgefiillt. Versuchstemperatur 20°. Die ge 
reinigte Cofermentlésung war gegeniiber den Ausgangssaften doppelt 
bis dreifach konzentriert. 

DaB im Gegensatz zur Spaltung der Polysaccharide die Spaltung 
des Hexosephosphats in Milchsiiture und Phosphat der Mitwirkung 
des Coferments nicht bedarf, lieB sich vermittelst wiederholter Ex- 
traktion der Muskulatur zeigen’), da die spateren Extrakte zwar das 
Milchsiure bildende Ferment in hoher Konzentration, aber fast kein 
Coferment mehr enthalten. Vermittelst Dialyse und einem von Gly- 
kogen befreiten Coferment laBt sich dies Ergebmis bestatigen (Vers. 10 
Das Coferment wurde hier aus Muskelkochsaft, nach Entfernung des 
Glykogens mit 50proz. Alkohol, vermittelst Ausfillung in proz 
Alkohol gewonnen. Der Niederschlag wird abgenutscht, in absolutem 
Alkohol gewaschen und in m/10 Phosphatlésung gelést. Die Ent 
fernung des Coferments aus dem Extraktriickstand wird durch «as 
Verhalten des Glykogens (a bis c) gezeigt. 


1) O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 462, 1926. 
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Tabelle I. 


3 


tivierung des dialysierten Milchsaiure bildenden Ferments durch ge- 


reinigtes Coferment und Phosphat. 





Dial Coterment- Zusatz m 15 Gesamt- Dauer des 
Datum — zusatz Phosphat phosphatgehalt Glykolysee CO» 
oon (je 0,4 ccm) com mg P,O versuchs cmm 
% 4)’ —_ — nicht bestimmt 30 1 
40 Muskelkochsaft 2 7 a0 o4 
40 gerein. Filtrat " “ 30 1 
40 - 0.05 n 30 Is 
G7. 40 - ° 4 30 3 
40 Muskelkochsaft - » 30 16 
40 gerein. Filtrat — ” ss 30 35 
40 - 0.05 a Z 30 Lp: | 
14. V. 40 - 45 > 4 
40 Kochsaft “ e 45 40 
40 gerein. Filtrat O11 45 0 
40 - 0,025 0,23 45 So) 
40 a 0.05 O35 45 145 
40 = 0.10 0.60 45 29 5 
20. V. 40 - — nicht bestimmt 60 q 
120 Kochsaft - - 60 110 
40 gerein. Filtrat O16 60 10 
40 % 0,025 0.28 60 2s 
40) P= 0.05 0.41 60 49 
40 = 0.10 0.66 60 46 
7.X.; 90 - 0,05 Ww) 12 
90 Kochsaft 0.05 0.82 90 SS 
90) gerein. Filtrat 0,085 GW 105 
a0 5 0.05 O34 ye) 46 
9, X. 80 . 0.08 2 10 
SU Kochsaft 2.40 2 S15 
sO gerein. l'iltrat 011 2 50 
SO 0.05 0.36 2 on 


Versuch 10. 28. Juli 1926. Extrakt 60 Minuten dialysiert. Je 1 cem 


Gesamtfliissigkeit mit 0,3 cem Extraktriickstand, 0,4 Proz. Glykogen oder 
hexosephosphorsaurem Mg 0,02 mol. NaHCQs,, in 2 Stunden: 





co, 
cmm 
Mit 0.5cem KCl, 04 Proz. Glykogen ee 2 
05 . Muskelkochsaft, 0.4 Proz. Glykogen . . .... 67.5 
05 ,  Cofermentlosung, 0,4 Proz. Glykogen . he ad 36 
05 , KCl, 04 Proz. Hexosephosphat ... . a es 24 
05 . Cofermentlésung, 0.4 Proz. Hexosephosphat . . . 14.5 


Il, Ist das Coferment der Milchsiurebildung auch ein Coferment der Atmung? 


Nachdem festgestellt ist, daB das Coferment der Milchsiurebildung 
genau die gleiche Funktion hat wie das Coferment der alkoholischen 
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Girung der Hefe') und der wechselseitige Ersatz der beiden Coenzyme: 
fiir ihre Identitat spricht, erhebt sich die Frage, ob der friiher als 
,Atmungskérper bezeichnete Substanzkomplex ein Coferment der 
Atmung enthalt, das mit dem der Milchsiurebildung identisch ist 
Es war gezeigt worden, daB dieser Atmungskérper, der zum Teil dem 
,.Pnein“ von Battelli und Stern*) entspricht, in der gleichen Weise 
inaktiviert, gefillt, konzentriert werden kann, wie das Coferment der 
alkoholischen Garung im Muskel, und daraus gefolgert, daB hier ein 
Coferment der Atmung vorliegt, das mit dem der Garung identisch 
zu sein scheint’). Dem widerspricht es nicht, daB, wie insbesondere 
von Hopkins und seinen Schiilern5) hervorgehoben wird, der als 
,Atmungskérper“ bezeichnete Substanzkomplex auch Nahrsubstanzen 
enthailt, die bei der Atmung oxydiert werden. Das Vorhandensein 
eines Coferments der Atmung wiirde sichergestellt sein, wenn es in 
aihnlicher Weise wie bei der Girung gelinge, dieses von allen Nahrstoff- 
komponenten zu befreien und eine Fraktion zu erhalten, die, zu- 
sammen mit dem Muskelriickstand unwirksam, diesen erst bei weiterem 
Zusatz oxydabler Substanzen zur Atmung befiahigte. Dies laBt sich 
jedoch leider nicht durchfiihren. Der Muskelezxirakt ist ungeeignet, 
weil er selbst keine Sauerstoffaufnahme zeigt. Die zerschnittene 
Muskulatur la8t sich zwar annihernd von Kohlehydrat und Milchsaure 
befreien, aber die Méglichkeit, daB EiweiB oxydiert werden kann. 
1aBt sich nicht ausschlieBen, und das Eiwei®B ist natiirlich aus dem 
Muskelriickstand nicht zu entfernen. Wenn auch im glykogenhaltigen 
Kaltbliitermuskel die Oxydation von Kohlehydrat weit iiberwiegt 
so ist doch in Analogie zu den Befunden am Zwerchfell hungernder 
Ratten®) anzunehmen, daB nach Entfernung aller Kohlehydrate der 
Muskel EiweiB, vielleicht auch Fett oxydieren kann, die in dem 
gewaschenen fermenthaltigen Muskelriickstand zuriickbleiben. In 
diesem Falle muB aber auch die Zugabe gereinigten Coferments zum 
Muskelriickstand eine Oxydation hervorrufen, und dies war auch 
das Ergebnis meiner dahingehenden Versuche. Wird der Muskel. 
riickstand und der Atmungskérper von Glykogen, Zucker, Hexose- 
diphosphorsiure und Milchsiure gréBtenteils befreit, so ist die durch 
den gereinigten ,,Atmungskérper“ reaktivierbare Atmung an_ sich 


1) O. Meyerhof, Naturw. 14, 1175, 1926. 

2) Derselbe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 165, 1918; 102, 1, 1918; 
diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 

3) Zusammenfassung: Abderhaldens Handb. d. Biochem. Arbeits 
method. 

*) O. Meyerhof, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 102, 1, 1918. 

5) Holden, Biochem. Journ. 17, 361, 1923; 18, 535, 1924. 

®) Meyerhof, Lohmann, Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 1925; Takane, 
ebendaselbst 171, 403, 1926. 
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erheblich kleiner geworden, aber sie wird auch ohne weiteren Zusatz 
von Nahrsubstraten beobachtet. Durch Zusatz von Glykogen und 
\Milehsiure wird diese Oxydation allerdings gesteigert. In der Regel 
st der respiratorische Quotient dieser reaktivierten Atmung verkleinert, 
was dafiir spricht, daB sie nicht auf den zuriickgebliebenen Rest an 
Glykogen, sondern eher auf die Oxydation von EiweiB zu beziehen ist. 


Da die Milchsiurebildung im Muskel die Geschwindigkeit der 
\tmung bestimmt'), so kénnte man zwar den bisherigen Beobachtungen 
die Deutung geben, daB das scheinbare Coferment der Atmung in 
Wirklichkeit nur eins der Milchsiurebildung ist. Wahrscheinlicher 
jedoch bleibt es, daB es sich als wirkliches Coferment der Atmung 
ebenso wie bei der Garung und der Milchsaiurebildung in der Veresterung 
der Phosphorsiure betatigt, durch die die organischen Molekiile in 
zerfallsbereite Form umgelagert werden?). Die Atmungsaktivierung 
von kohlehydratarmem Muskelriickstand durch gereinigten Atmungs- 
kérper ergibt sich aus den beiden folgenden Versuchsbeispielen: 


Versuch 11. 15. Juli 1926. Befreiung des Atmungskérpers von Hexose- 
phosphorséure, Glykogen, Milchséure: 


36g Muskel + 46cem 3proz. NaHCO, 2 Stunden bei 38° gehalten 
(Spaltung des Lactacidogens), mit Essigsiure neutralisiert, aufgekocht. 
50cem Kochsaft + 50cem 96proz. Alkohol: Glykogenfallung, abzentri- 
fugiert, auf 26 ccm eingeengt + 234 ccm absoluten Alkohols. Die Alkohol- 
fallung mit absolutem Alkohol gewaschen, in 10 cem Wasser suspendiert. 
Die Suspension des Niederschlags ist véllig frei von Milchséure (Veratrol- 
probe nach Mendel und Goldscheider *)}. 


Je 0,3 g gewaschener Muskelriickstand (Ausgangsgewicht) auf 2,0 cem 
aufgefiillt mit Phosphat und Zuséatzen. 





O, in 4 Stdn. 


cmm 
1. 0,3 g umgewaschene Muskulatur ..........2....-. 183 
2. 0.3 ¢ gewaschene rs kk. oe 1 
3. 0,3 ¢g ™ ‘ + O8ccem gereinigtes Coferment 56,7 
4. 03¢ ® " +08 , ‘ . 
oy Rp Oe ee ea ee ee 67.4 
5. 0.3. g¢ gewaschene Muskulatur + 0,1 m'2 Natriumlactat + Wasser 15.9 


In dem folgenden Versuch 12 wurde auch das Glykogen aus dem 
Muskelriickstand nach Méglichkeit entfernt, indem die Muskulatur 
vor dem Auswaschen in m/10 Natriumphosphat suspendiert und 


1) Meyerhof, Lohmann, Meier, a. a. O., S. 463, 1926. 

2) Siehe hierzu auch Euler und Nilsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 160, 
234, 1926. 

3) Diese Zeitschr. 164, 163, 1925. 
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20 Stunden bei Zimmertemperatur in Stickstoff gehalten wurde, um 
das Glykogen in Milchsiure zu spalten. 

Versuch 12. 26. Juli 1926. 3g Muskulatur enthalten vor der An 
aerobiose 14 mg Glykogen (als Glucose berechnet), nachher 2 mg. 

Je 0,5g glykogenarme Muskulatur geben in 2ccem Fliissigkeit 
2 Stunden: 





O. 
cmm 


. Ungewaschene Muskulatur . 
2. Gewaschen ohne Zusatz . 
mit 0.8 cem Kochsaft ee eee ; 
O8 . gereinigtem Coferment (Herstellung wie 


im vorigen Versuch) ata Se ae aww we el ea 
5. Gewaschen mit 0.8 ccm gereinigtem Coferment + 0,15 cem 
SE Sra eee ee 
». Gewaschen mit 0.8 ccm gereinigtem Coferment + 6,1 cem 
m/2 Natriumlactat 


25 


In diesem Versuch ist durch die Vorbehandlung der Muskulatw: 
zur Entfernung des Glykogens die Atmung bereits stark geschadigt 

Unter den gleichen Umstinden ergaben sich die in der Tabelle || 
zusammengestellten respiratorischen Quotienten’). 


Tabelle 11. 
Respiratorischer Quotient der reaktivierten Atmung durch Muskelkochsatt 
und gereinigtes Coferment. 





Zeit O. 





Datum 


> ee 


, XZ. 
» i 


. IX. 
> « 


. IX. 
o: 8 


5. IX. 
» 1X. 


. IX. 


. IX. 
. IX. 


Methode wie bei O. Meyerhof, Pfliigers 


Vorbehandlung der CO, 


Muskulatur Gewicht, 


Zusiatze in 2 


Stda. comm cmm 


207 
240,4 
270,8 


205 
246 
281 
130 


frisch 


86 
123 
146 
246 

43.5 


Kochsaft 


gerein. Coferment 


gewaschen 
- Kochsaft 
gerein. Coferment 


glykogenarm ge- Kochsaft 
macht, gewaschen 
glykogenarm ge- 
macht, gewaschen 


gereinigtes 34,4 
Coferment 
gereinigtes 82 
Coferment 


glykogenarm ge- 
macht, gewaschen 


glykogenarm ge- Kochsaft 62,7 
macht, gewaschen 
glykogenarm ge- 


macht, gewaschen 


gereinigtes 36,7 28,2 


Coferment 


Arch. 175, 34, 1919. 


1,01 
O48 
0.965 


0.66 
0.88 


OSS 





Ss 


WO 
nh 
35 
4 
ib 
$7 
7 


Q35 
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11. Uber den Mechanismus der Fluorid- und Oxalathemmung. 


Die Untersuchung der chemischen Bestandteile des Milchsiure 
pildenden Ferments fiihrte zu der Frage, ob an seiner Wirkung Calcium- 
ionen beteiligt seien. Diese Méglichkeit war durch die spezifische 
Hemmung der Milchsiurebildung mittels Oxalat und Fluorid nahe- 
gelegt. Die Froschmuskeln enthalten nach Urano!) durchschnittlich 
0,01 Proz. Calcium, was nach 20- bis 42stiindiger Dialyse kaum abnahm. 


In 10cem des auf die gewéhnliche Weise hergestellten Muskel- 
extrakts fand ich nach trockener Veraschung und Calciummikro- 
bestimmung [Methode Cramer-Tisdall*)] in verschiedenen Versuchen 
0,116, 0,124, 0,156, 0,114 mg Ca. Dieser Gehalt ainderte sich bei ein- 
bis vierstiindiger Dialyse nicht merklich, z. B. fanden sich direkt 
().142 mg Ca, nach 2! ,stiindiger Dialyse 0,140 mg Ca; in einem anderen 
Versuch in frischem Extrakt 0,114. mg, nach 2 Stunden 0,134 mg, 
nach 8 Stunden 0,084 mg. Daraus geht hervor, dab das Calcium, 
wenn auch nicht ganz undialysabel, jedenfalls nicht dem dialysablen 
Coferment angehéren kann. Weiter aber zeigt sich, da durch Oxalat- 
und Fluoridkonzentrationen, die bereits die Milchsiurebildung vollig 
hemmen, das im Extrakt vorhandene Calcium bei neutraler Reaktion 
nicht ausgefallt wird, so daB, auch wenn es zum gréBten Teil ionisiert 
sein sollte, das Léslichkeitsprodukt der Salze noch nicht itiberschritten 
ist. Wurde der Calciumgehalt der Extraktlésung und des sich spontan 
abscheidenden Bodensatzes, besonders bei Dialyse mit destilliertem 
Wasser, getrennt bestimmt, so wurde durch die Gegenwart von Fluorid 
und Oxalat in der Volumeneinheit der unteren Fliissigkeitsschicht 
einschlieBlich Niederschlag der Calciumgehalt nicht erhéht. Der Nieder- 
schlag schlieBt aber schon sportan einen verhiltnismiBig hohen 
Calciumgehalt ein. So fanden sich z. B. nach 30 Minuten langer Dialyse 
in je 13,3 cem Extrakt: 


Versuch 13. 6. Juli 1926. 





10 com 3 ccm untere 
uberstehende Schicht einschl. 

Losung Bodensatz 
Ohne Zusatz ... . 0,069 mg Ca | 0,065 mg Ca 
Mit n/1000 Na,-Oxalat 0,083 , , | 0,040, , 
Mit n/1000 NaF .. GOG8 «. « 0044. , 


Danach erscheint es unwabrscheinlich, daB die Wirkung von 
Fluorid und Oxalat auf Entionisierung von Ca beruht. 


1) Zeitschr. f. Biol. 50, 212, 1908. 
2) Journ. of biol. Chem. 47, 475, 1921. 
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DaB durch sehr kleine Fluorid- und Oxalatkonzentrationen de: 
Lésungszustand der Proteine beeinfluBt wird, l4Bt sich in manchen 
Anordnungen erkennen. Hiufig triiben sich z. B. bei der Dialyse dix 
Fluorid und Oxalat enthaltenden Lésungen rascher als ohne Zusatz 
Doch ist es schwierig, das Phinomen reproduzierbar zu gestalten 
da der Extrakt mehrere leicht ausflockende Eiweibfraktionen enthalt 
die sich gegeniiber Salzen verschieden verhalten. Fir eine kolloid 
chemische Deutung der Fluorid- und Oxalathemmung spricht, dal) 
sie von Milieubedingungen abhingig sind. Durch Vermehrung des 
Phosphatgehalts der Extrakte werden die Hemmungen stark ab 
geschwicht. Andererseits werden sie durch Vermehrung des Eiweil} 
gehalts — Zugabe von inaktiviertem Extrakt -— deutlich erhdht 
Dies ergibt sich aus den folgenden Beispielen. [Die angefiihrten Zahlen 
Kubikmillimeter Kohlensiure = 0,004 mg Milchsiure sind fiir Re 
tention und Phosphatveresterung korrigiert')]. 


Tabelle III. 


Abhangigkeit der Fluorid- und Oxalathemmung von Milieubedingungen. 
Je 0,4ceem Extrakt auf 1 cem aufgefiillt, 0,4 Proz. Starke, 0,03 mol. NaHCO 





; Datum 5 : Konzentration CO, in 1 Std. Hemmung 
Nr. 1926 Zusatz zum Extrakt Ge unt oe. sachin aon 


me 0 ~ 161 
0 0,025 mol. Ox. 14,7 
0 GAGs «: « 39,0 
— 99 
0,025 , 39.5 
0,0025 97 
— 152 
0.025 8.8 
0.0025 8.8 


0,05 ccm m/15 { 
Phosphat | 


0,25 cem inakti- { 


vierter Extrakt | 


0 — 154,7 

0 0,012 if 1 

0 0,0012 92.6 
— 76 

0,012 

0,0012 


0,05 cem m/15 { 


Phosphat 


0,012 
0,0012 


vierter Extrakt 


| 
0,25 cem inakti- { mt 


1) Vgl. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 
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IV. Versuche zur Ausfaillung und Reinigung des Ferments. 


DaB das glykolytische Ferment durch Aceton in ahnlicher Weise 
wie die Zymase niedergeschlagen werden kann, ist von O. Meyer- 
hof*) gezeigt worden. Ich habe Versuche ausgefiihrt, um eine starker 
differenzierende Fallung zu erhalten, vor allem durch fraktionierte 
Fillung von EiweiB. Vorversuche ergaben, daB solche EiweiBfallungs- 
mittel, die grob fallen und das EiweiB leicht denaturieren, das Ferment 
zerstéren, z. B. Essigsiiure, halbgesattigtes Ammonsulfat usw. Positive 
Resultate lieBen sich dagegen erzielen 1. durch Fallung mit Kohlen- 
siure, 2. durch Fallung mit einem Acetatgemisch von py 4,4. Diese 
letztere Methode, die sich genauer abstufen lieB, war erheblich giinstiger 
und lieB sich in Kombination mit der Salzfallung zu einer fortschreiten- 
den Reinigung und Konzentrierung des Ferments bezogen auf den 
EiweiBgehalt — benutzen. 


1. Die Fallung mit Kohlensiure im Extrakt von Frosch- und 
Kaninchenmuskulatur wurde bei — 1 bis — 2° vorgenommen. Es wurde 
so lange Kohlensiure eingeleitet, bis der Extrakt stark getriibt war. 
Die Triibung wurde auf einer rasch laufenden Zentrifuge, 5000 Touren 
in der Minute, Tangentialgeschwindigkeit = 5200 m/Min., scharf ab- 
zentrifugiert, mit kohlensduregesattigtem Wasser gespiilt und der 
Bodensatz dann in verdiinnter Phosphatlésung suspendiert, wobei er 
zum Teil in Lésung ging. Je ein Versuch mit Froschmuskel- und 
Kaninchenmuskelextrakt ist im folgenden wiedergegeben. 


Versuch 14. 21. Oktober 1926. IScem Froschmuskelextrakt in 
destilliertem Wasser, 5 Minuten lang Kohlensaéure durchgeleitet, dann scharf 
zentrifugiert, Bodensatz zweimal mit kohlenséuregesattigter K Cl-Lésung 
nachgespiilt, in 5cem m/7,5 Phosphat suspendiert. Die nach der Fallung 
erhaltene Restlésung wird unveraindert benutzt. Je 1 cem Fliissigkeit mit 
0,02 mol. Ne, HCO, in KCl in 90 Minuten. 





CO, 
(ohne 
Retentions: 
bestimmung ) 
cmm 
1. 0.3 cem Ausgangsextrakt + 0.4 Proz. Starke... ..... 118.5 
2.03 . Fallung + 04cem KCl + 04 Proz. Starke. . . .. . 1.5 
8.08 , » + 04 . Muskelkochsaft + 0,4 Proz.Starke . 19 
4.03 . Restlésung + 0,4 ccm KCl + 0,4 Proz. Starke ... . 35 
5. 03 , Fallung + 0,4 cem KCl + 0,4 Proz. Mg-Hexosephosphat . 18.5 
6.03 . Restlésung + 0,4 eem KCl + 0,4 Proz. Mg-Hexosephosphat 53 


1) Diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 
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Aus Versuch 14 sieht man, daB der Niederschlag nur das Ferment, 
aber nicht das Coferment enthilt, da zwar die Hexosephosphatspaltung 
mit ihm direkt méglich ist, dagegen die Stérkespaltung nur unter Zusatz 
von Kochsaft. DaB das Coferment nicht mit gefallt wird, ist naheliegend 
da es ja auch beim Kochen des Extrakts in Lésung bleibt. 


Versuch 15. 6. November 1926. Je 6cem Kaliumchloridextrakt un 
d. W.-Extrakt von Kaninchenmuskulatur mit Kohlenséure  gesiittigt 
Triibung auf rascher Zentrifuge abzentrifugiert. Je einmal mit 5 ec 
Kohlensiure gesattigtem Wasser gewaschen, in 0,8 cem Lésung suspendiert 
Mit 0,04 mol. NaHCO, und 0,4 Proz. Glykogen erhalten: 





CO, 
(ohne 
Retentions 
bestimmung 


cmm 


. 90° 0,5 cem d. W.-Extrakt (Ausgangslisung) ......... 148.5 
2. 90' 0,4 ., CO ,-Fallung + 0.3cem Kochsaft ......... 34.5 
3. 60°05 . KCl-Extrakt (Ausgangslésung) ......4..2.. 137 

. 900A . Kohlensiurefallung d. KCl-Extrakts + 0.3 ecm Kochsaft 37.5 


Beriicksichtigt man, da®B in beiden Versuchen ein verhiltnis- 
maBbig groBer aliquoter Teil des Niederschlags benutzt ist (im ersten 
Falle das 3'.fache, im zweiten das 6fache des Ausgangsextrakts von 
Nr. 1), wahrend die Wirksamkeit nur 16 und 24 Proz. der Ausgangs 
lisung betragt, so ist das Ergebnis der Fallungen nicht sehr befriedigend 
Andererseits fallt aber auch mit Kohlensiure nur ein sehr geringer 
Teil des vorhandenen EiweiBes aus. Doch wurde auf die Ausarbeitung 
dieser Methode verzichtet, weil die Fillung mit saurem Acetat viel 
bessere Resultate ergab. 


2. Fallung mit saurem Acetat. Die Resultate mit Froschmuskei- 
extrakt und Kaninchenmuskelextrakt verliefen im groBen und ganzen 
ahnlich, doch ergab der erstere iibersichtlichere Resultate. Stets wurde 
in den erhaltenen Fraktionen die Milchsiurebildung (manometrisch 
mit Veresterungskorrektur), die Phosphatveresterung (kolorimetrisch) 
der Eiwei8gehalt (Mikrokjeldahl nach Michaelis) bestimmt. Berechnet 
wurde fiir den Ausgangsextrakt sowohl die Wirksamkeit bezogen auf 
1 g Muskulatur') (w), wie auch bezogen auf mg Trockengewicht (v), 
baw. mg EiweiB (u’) (1 mg N = 6mg EiweiB), in den wirksamen 
Fraktionen des Ferments allein die letztere GréBe. 


Im folgenden sind eine Reihe solcher Versuche mit dem Trennungs- 
gang wiedergegeben, in denen eine weitgehende Konzentrierung ge- 


1) Siehe O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 
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ang. Hierbei ist auch stets der Gesamtzuckerumsatz, bestehend 
wis Veresterung -+ Milchsiurebildung, beriicksichtigt (= u’’, bezogen 
vuf mg EiweiBgehalt). Es ergibt sich die auffillige Tatsache, daB 
n den gereinigten Fermentlésungen die Esteranhiufung sehr er- 
heblich ist, ja daB ahnlich wie sonst unter Fluoridwirkung eventuell 
der reagierende Zucker nur noch verestert, der Ester aber nicht 
wieder aufgespalten wird. Man muB dies entweder so deuten, dab 
das veresternde Enzym in héherer Konzentration als das spaltende 
abgeschieden wird, oder wahrscheinlicher, daB die Spaltung aus irgend- 
welchen Griinden gehemmt ist. Ein zweiter Unterschied gegeniiber 
dem unveranderten Extrakt besteht darin, daB die Spaltungsgeschwin- 
digkeit nicht wie hier zuniichst sehr hoch ist und dann nach etwa 20 
bis 30 Minuten auf ein langsam abfallendes Niveau sinkt, sondern 
daB sie umgekehrt langsam steigt, was man in frischem Extrakt nur 
bei sehr hohem Phosphatgehalt beobachtet. Die fiir weitere Reinigung 
giinstigste Verschiebung der Eigenschaften besteht aber darin, dab 
die Haltbarkeit des Ferments mit Verringerung des EiweiSgehalts 
zunimmt. Wahrend der genuine Extrakt aus Froschmuskulatur bei 
\2stiindigem Stehen auf Eis seine Wirksamkeit véllig verliert, zeigen 
die gereinigten Lésungen nach 24 Stunden noch gut die halbe, nach 
48 Stunden etwa ein Viertel der urspriinglichen Aktivitét, eventuell 
auch noch héhere. Alle Prozeduren wurden in den stark abgekiihliten 
Lésungen bei etwa — 2° vorgenommen. Das Zentrifugieren war so kurz 
wie méglich, und bis zum MeBbeginn wurden alle Fraktionen kalt 
gehalten. 

Auch hier ist es selbstverstandlich, daB nur das Ferment, aber 
nicht das Coferment ausgefallt wird, und daB daher fiir die Polysaccharid- 
spaltung Muskelkochsaft hinzugegeben werden muB. Da die Spaltung 
des Hexosephosphats ohne Coferment gesqhieht, bedarf es hierfiir des 
Kochsaftes nicht, indessén ist, wie schon erwihnt, die Aufspaltung 
des Hexosephosphats im Vergleich zu der Veresterung des Glykogens 
verhaltnismaBig gering. 

Fiir die Wirksamkeit, bezogen auf den EiweiSgehalt, den man 
annahernd dem organischen Trockengewicht des Extrakts gleich- 
setzen kann, mag als Orientierung dienen, daB im Muskelbrei bei 
20° pro 1g feuchter Muskel = 200mg Trockengewicht etwa 3 mg 
Milchsiure pro Stunde gebildet werden. Es ergibt sich eine Um- 
satzgréBe (u) von 0,015 mg Milchsiure pro Il mg. Der genuine 
Extrakt von Frosch- oder Kaninchenmuskulatur zeigt eine mittlere 
Wirksamkeit w pro Gramm Muskel von 2.0 mg, was einem uw von 
etwa 0,03, bzw., auf den Eiweibgehalt bezogen, einem w’ von 
0.04 mg entspricht. (Bei Kaninchenmuskelextrakt fallt die Ge 
schwindigkeit oft nach einer Stunde recht steil ab.) Demgegeniiber 
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ist der Wert fiir die bestgereinigten Lésungen, bezogen auf den 
Zuckergesamtumsatz, 0,7 bis 0.9 mg (u’’), fiir die Milchséiurebildung 
0.26 mg (u’). Es ist also beziiglich des Gesamtumsatzes eine etwa 
20fache, beziiglich der Milchsiurebildung eine achtfache Konzen 
trierung eingetreten. 

Das Prinzip der Trennungsmethode bestand darin, durch Zugabe 
von saurem Acetat (pq 4,4) eine durchschnittliche H-lonenkonzentration 
von etwa px 5 herzustellen, wodurch ein Teil des EiweiBes ausflockt 
Hierbei gelangt ein mehr oder minder groBber Teil des Ferments 
in den Niederschlag a, der abzentrifugiert wird. In Extrakten 
von Froschmuskulatur gelingt es, hierbei das ganze Ferment mit 
zureiBen, so daB die abzentrifugierte Lésung 6 sich nicht nur nach 
Neutralisierung selbst unwirksam erweist, sondern auch durch 
neue Fiallung keine wirksamen Fraktionen mehr liefert. Wird nun 
der abzentrifugierte Niederschlag a in schwach alkalischer Phos 
phatlésung suspendiert, so geht ein Teil in Lésung. Diese Elution d 
enthalt das Ferment, der sich nicht wieder auflésende Niederschlag c 
ist unwirksam. Auch hier erhilt man, wenn man ihn in Acetatlésung 
wascht und von neuem in schwach alkalischer Phosphatliésung eluiert, 
keine nachweisliche Fermentmenge. LaBt man die Elution d stehen, 
so flockt ein Teil des EiweiBes aus, wodurch die zuriickgebliebene 
Lésung d, bei geringerem Eiweibgehalt dieselbe oder sogar eine 
héhere Wirksamkeit besitzt. Diese Elution d laBt sich noch einmal 
mit Acetat fallen und wieder eluieren. Die Elution e ist in diesem 
Falle noch erheblich konzentrierter an Ferment, bezogen auf den 
EiweiBgehalt. Die Elution d, der beiden Versuche mit Frosch 
muskelextrakt wurde auch nach 24- und 48stiindigem Stehen auf 
Eis gepriift und hatte dadurch nur einen Teil ihrer Wirksamkeit 
eingebiiBt, wihrend der Ausgangsextrakt selbst véllig unwirksam 
geworden war. 

Etwas uniibersichtlicher verliefen die Versuche mit Kaninchen- 
muskelextrakt, da hier durch Fallung mit saurem Acetat ein groBer 
Teil des Ferments in Lésung bleibt, dann aber durch weitere Zu- 
gabe von Acetat und festem Salz (NaCl oder KCl) eine Fallung 
entsteht, die die Hauptmenge des Ferments enthalt. Diese 
Fallung kann durch alkalische Phosphatlésung ahnlich eluiert werden 
wie die Fiallung a im Froschmuskelextrakt, und ein unwirksamer 
Niederschlag bleibt zuriick. Die UmsatzgréBe, bezogen auf den 
EiweiBgehalt, ist hier ahnlich groB wie bei diesem. Doch enthilt 
auch die erste Fallung a einen Teil des Ferments und kann weiter 
gereinigt werden. Im folgenden sind zwei Versuche mit Frosch 
muskel- und zwei besser verlaufene mit Kaninchenmuskelextrakt 
wiedergegeben. 
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Versuch 16. 4. Dezember 1926. Froschmuskelextrakt. 


Schema: 
(Das Pluszeichen bei den Fraktionen gibt die wirksamsten an.) 


A mit Acetat gefallt 


Fallung a Lésung } 
mit mit NaCl- 
Phosphat Acetat 
eluiert gefallt 
Rickstand ¢ Elution d 
Suspension |, Loésung b, 


mit 
Phosphat| 


Spontane Loésung d, + 


r Fallung d, 
Elutione, Ritickstand cy ’ 


Niederschlag Elution c, 


13,5 cem Ausgangsextrakt mit destilliertem Wasser (A) 11 cem 
destilliertes Wasser + 3 ccm 0,15 mol. Acetat (py 4,4). Abzentrifugierte 
Fallung a + 5cem destilliertes Wasser + 2 cem n/50 NaOH + 2 ccm 
m/15 Phosphat eluiert (d). Riickstand etwa mit 5 cem Wasser und 2 cem 
0,15 mol. Acetat gewaschen. Mit verdiinnter Natronlauge auf 10 cem 
neutralisiert: Elution c,. Riickstand c, in 7cem destillierten Wasser 
und 1eem m/15 Phosphat eluiert, Elution cy. 

Elution d nach dreistiindigem Stehen im Kaltegemisch spontan 
geflockt, spontane Fillung d, abzentrifugiert und in 5 ccm Wasser 
0.5cem m/15 Phosphat suspendiert. Lésung d, zuriickbleibend. 

Lésung b des ersten Niederschlags, 18 cem mit 1,8 ¢ festem Natrium- 
chlorid + 2 cem m/6 Acetat (py 4,4) versetzt; Triibung abzentrifugiert, 
Lisung neutralisiert: 4,; Bodensatz in Scem Wasser + 0.75 m/15 
Phosphat: bg. 

Die Wirksamkeit der einzelnen Fraktionen ergibt sich aus der 
folgenden Ubersicht, in der aus der Messungszeit von 2! Stunden 
der durchschnittliche Umsatz pro 1 Stunde fiir je 0,5cem der be- 
zeichneten Fraktion berechnet ist. Die manometrisch bestimmte 
Milchsaure ist fiir Retention und Phosphatveresterung korrigiert. 
Temperatur 20°, Fliissigkeitsmenge 1 ccm, enthilt 0.4 Proz. Starke 
und 0,04 mol. NaHCO,, 0,3 cem Kochsaft. 

Die Wirksamkeit w des Ausgangsextrakts ist 2,42, also relativ 
hoch. Die Konzentrierung des Ferments beziiglich des Gesamtumsatzes 
wie der Milchsiurebildung betrug knapp das Vierfache. 
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Gesamt- 


> . wmects : u”’ Mil Ses 
Nr Bezeichnung Milchsaure Zu ker Zucker Eiweif in pn a a. = 
der Fraktion veresterung pro 0,5 com . = pe 
Stunde pro mg Eiweif Eiweifs 
mg mg mg mg mg mg 
l A 0,419 0.136 0.555 10,7 0.052 0.089 
2 d 0.218 0,254 0.472 3.54 0.1338 0.062 
8 d, 0.460 0.074 0.534 3.09 0.173 0.150 
4 dg 0.02 
7 Cy 0,010 | nicht —_ 
6 C3 0.010 he- — os 
7 by 0.019 | stimmt 
Ss by 0.016 = _ 


Die Fraktion d, wurde nach 24- und 48stiindigem Stehen aut 
Kis gepriift. Die Milchsiurebildung, unter gleichen Verhiltnissen wir 
in der Tabelle, betrug im Durchschnitt von 2 Stunden stiindlich nach 
eintagigem Stehen 0,26 mg, nach zweitigigem Stehen 0.10 mg, statt 
bei der direkten Messung 0,46 mg. 


Versuch 17. 6. Dezember 1926. Forschmuskelextrakt. 
Schema: 


Extrakt A mit Acetat 


gefallt 
Fillung a Lésung } (nicht ver- 
arbeitet) 
mit Phosphat 
Riickstand « Elution d 
mit Acetat 
mit gefallt 
Acetat Fallung 
* mit Phos- 
Lésung 
phat : 
Losung  Fallung mit 
verworfen Phosphat : 
eluiert , 
Spontane Lésung d,4 


an ~ Fallung 
Elution ¢, Riickstand 


° ss ins 
Riickstand Elution e+-+ 


Der Versuch wurde zuniichst als Wiederholung des vorigen aus 
gefiihrt, aber die als unwirksam erkannten Fraktionen verworfen 
Die erste Fallung, hergestellt durch Zusatz von 3 ccm 0,15 mol. Acetat 
(pu 4.4) zu 8,5cem Extrakt + 20 ccm destilliertes Wasser besaB ein 
pu Von 5,3 (alle Messungen mit der Chinhydronelektrode). Die Elution ¢ 
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lé6ecem schwach alkalischem Phosphat, davon 8cem nach drei- 

iindigem Stehen durch Zentrifugieren geklirt: d,. Die andere Hilfte 

r Elution nochmals mit 1 cem Acetat gefallt, Niederschlag mit alka- 
lischem Phosphat eluiert auf 10 ccm: e. 

Bei 20° in 2 Stunden ergeben sich die in der Ubersicht angegebenen 

stiindlichen UmsatzgréBen. Je 0.5 cem Extrakt mit 0,3 ecm Kochsaft 
auf leem usw. wie im vorigen Versuch. 





Gesamt- 
umsatz - 7 
... Bezeichnung Milchs Zuckers Zucker Eiweifs in G we Milchsaures 
\r. Ger Fraktion| Milchsaure | veresteruny pro 0.5 com sesamtumsatz umsatz pro mg 
Stunde pro mg Eiweils Eiweifs 


mg mg mg mg mg mg 
0,565 0197 0.762 jf 0.046 0.0384 
0,175 0.19 0.365 2: 0.161 O.077 
0.063 0.169 0,232 , O.737 0.200 


0.01 x a “a 


In diesem Falle war durch die zweite Fillung und Elution e die 
Konzentrierung des Ferments sehr viel gréBer. Der Gesamtumsatz 


pro Milligramm EiweiB war auf etwa das l5fache, die Milchsiure- 


bildung auf etwa das 6fache gestiegen. Dabei war die Ausgangswirksam- 
keit w des Extrakts schon sehr hoch, 3,25mg. Nach 48stiindigem Stehen 
betrug die stiindliche Milchsaurebildung im Durchschnitt von 2 Stunden 
unter den gleichen Verhaltnissen wie in der Tabelle bei A ‘0,02 mg, 
bei d, 0,18 mg; wihrend sie also im Extrakt A erloschen war, war sie 
in der letzteren Lésung iiberhaupt nicht merklich abgefallen. 

Bei den folgenden Versuchen mit Kaninchenmuskelextrakt wird 
durch Zusatz von Acetatpuffer py 44 und einem py der Gesamt- 
lésung von etwa 5,0 weniger EiweiB ausgefaillt. Infolgedessen wird 
nur ein Teil des Ferments mitgerissen. Der Hauptanteil, im zweiten 
der angegebenen Versuche nahezu die ganze Menge, bleibt in Lésung 
und kann durch weitere Zugabe von Acetat mit festem Alkalisalz 
niedergeschlagen werden. 


Versuch 18. 26. November 1926. Kaninchenmuskelextrakt. 
Schema: 


Extrakt A mit Acetat 
gefallt 


Fallung a Losung } 


mit Phosphat mit Acetat 
eluiert und KC! 
. , gefallt 
Suspension d 


Riickstand ¢ Elution d,4 Suspension /y-+- Losung /), 
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25cem Extrakt + 6cem 0,15 mol. Acetat, py 4,4. Fallung 
abzentrifugiert, Niederschlag in 11 com NaOH + Phosphat suspendier: 
d. Kin Teil von Ungeléstem durch Zentrifugieren befreit: d,. Lésung / 
der ersten Fallung mit 2cem 0,15 mol. Acetat + 2,3 g festen K(| 
neu gefallt (py 4,86). Fallung in 7 cem alkalischen Wassers + 1 com 
m/15 Phosphat suspendiert: b,. Je 0,5cem jeder Fraktion geben im 
Durchschnitt von 2 Stunden eine UmsatzgréBe pro Stunde bei 20)" 


laut folgender Ubersicht. Verhaltnisse wie in den anderen Versuchen 





Gesamt- : 

umsatz i ’. 
Bezeichnung Milch Zuckers Zucker EiweiBin |. u Milchsaure 
der Fraktion ““U°"S#4T€ veresterung pro 0.5ccm Gesamtumsatz umsatz pro mg 

Stunde pro mg Eiweif EiweifS 


mg mg mg mg mg mg 


Nr. 


1,17 0,22 1,39 14,2 0,096 0.081 


0,014 0,48 0,494 - on 
0,294 0.34 0.634 1.1 0.567 0.267 
0.378 0,52 0.90 1.61 0.556 0241 


In diesem Falle war der Ausgangsextrakt ungewohnlich stark 
wirksam (w = 6,05), was hauptsichlich an der Mitberiicksichtigung 
der Anfangszeit von 15 Minuten lag. (Die Anfangszeit wurde hier 
fiir den Ausgangsextrakt mit beriicksichtigt, obwohl des Kohlehydrat 
erst nach SchluB der Hihne eingekippt wurde und in den entsprechenden 
Versuchen O. Meyerhofs diese Anfangszeit von 30 Minuten fiir die 
Berechnung der Wirksamkeit auBer acht gelassen wurde. Es geschah 
dies hier wegen des besseren Vergleichs mit den gereinigten Fraktionen 
denn in diesen wurde das Kohlehydrat bereits vorher zugegeben 
so daB die Berechnung vom Versuchsbeginn an zu geschehen hatte.) 
Infolge dieser hohen Anfangswirksamkeit erscheint die Konzentrierung 
weniger hoch. Der Gesamtumsatz in den beiden Fraktionen d, und /, 
ist etwa auf das Sechsfache, die Milchsiurebildung etwa auf das Drei 
fache erhdht. 

Versuch 19. 2. Dezember 1926. Kaninchenmuskelextrakt. In diesem 
Versuch wurde eine bessere Trennung herbeigefiihrt. 

Schema: 


Extrakt A mit Acetat 
gefallt 


Fallung a Lésung b 


mit Phosphat| Acetat a 
= KCl 
Fallung — 


Suspension d : 
— mit Phosphat I 
,osung |), 


Riickstand ¢ —- Elution d, Suspension ), 


Elution e+  Rickstand 
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22cem Extrakt +-6cem 0,15 mol. Acetat, py 4.4. Fillung a 
wentrifugiert, in 12 ccm alkalischen Wassers mit 1,5 cem m/15 Phos- 
phat suspendiert: d. Ein Teil der Suspension vom Ungelésten abzentri- 
fugiert, Elution d,. Die iiberstehende Lésung 6 (pg 5,27) + 2.6¢ 
festes KCl + 4cem Acetat ergibt ein pq von 5,05. Die entstehende 
Fillung abzentrifugiert, in 10 cem Phosphat + NaOH suspendiert: 6, 
Kin Teil vom Ungelésten abzentrifugiert: Elution e. Die stiindlichen 
('msatzgréBen aus der Messungszeit von 3 Stunden sind in der folgenden 
Ubersicht angegeben. Verhaltnisse wie in den vorigen Versuchen. 





Gesamt- , 

—— Mil beiure 

Zucker- Zucker Eiweifs in S . “ 

Sroitnens Milchsaure veresterung on 05ccm Gesamtumsatz | umsatz pro mg 
Stunde 5 pro mg Eiweif Eiweifs 


mg mg mg mg mg mg 


0.338 0.327 0.665 13,9 0.048 0.024 

0,072 0,265 0.337 — _ 

0,092 0,253 0,345 0.37 0.935 0.250 
0 0.35 0.35 () 
0 0,43 0,43 2.2 031 0 


Der Gesamtumsatz pro 0,5cem der Fraktionen A und e ist in 
der Abb. 1 wiedergegeben. Man sieht hieraus, daB der Vergleich beider 
Umsitze fiir den gereinigten Extrakt noch giinstiger ausfillt, wenn 


man von der Anfangszeit von 15 Minuten absieht. 





20 


~_ 
a 


mg Zuckerumsatz 
R 


c=) 
a 











30 60 90 120 750 min 760 


Abb. 1. 
Versuch Nr. 19. 2. Dezember 1926. 
Verlauf des Kohlehydratumsatzes in mg (Veresterung + Milchsaéurebildung) wahrend 
3 Stunden. 
A: 0,5ccm Muskelextrakt aus Kaninchenmuskulatur. 
¢: 0,5ccem der gereinigten Fraktion des Extraktes, die nur den 37. Teil des Eiweifes 
wie der Ausgangsextrakt enthalt. (Einzelheiten s. Text.) Von den 15’ Anfangszeit 
abgesehen, ist die Geschwindigkeit des Kohlehydratumsatzes etwa gleich. 
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Die Wirksamkeit w des Extrakts betrug 2,71. In der beste: 
Fraktion e ist beziiglich des Zuckergesamtumsatzes eine Konze) 
trierung um das 20fache, beziiglich der Milchsiurebildung um da 
l0fache eingetreten. Da schon der erste Extrakt eine Konzentrierung 
des Milchsiiure bildenden Ferments gegeniiber der zerschnittenc: 
Muskulatur um das Drei- bis Vierfache enthalt, ist hier also, auf de 
EiweiBgehalt bezogen, eine mindestens 30fache Konzentrierung er. 
reicht. Dabei ist die zweifellos nicht genau zutreffende Annahme 
gemacht, daB die Wirksamkeit direkt mit der Konzentration des 
Ferments proportional ist. Eine andere Méglichkeit zur Beurteilung 
des Fermentgehalts ist ja weder bier noch in ahnlichen Fallen gegeben 
In weiteren Versuchen soll die Reinigung fortgesetzt und die Bedin 
gungen fiir die vollstandige Wiederaufspaltung des Esters in den gi 
reinigten Fraktionen untersucht werden. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit werden die Teilbestandteile des Milch 
siure bildenden Fermentsystems getrennt und nach Méglichkeit zu 


reinigen versucht. 

1. Ein durch Dialyse von Coferment befreiter, enzymhaltige: 

Muskelextrakt bedarf zu seiner Wirksamkeit der Anwesenheit 
a) zugesetzten Kohlehydrats, 
b) gereinigten Coferments, 
¢) anorganischen Phosphats. 

Wahrend das nach Harden iiber Bleiacetat von Phosphat befreite 
Coferment aus Muskelextrakt nicht in geniigend reiner und aktiver 
Form erhalten wurde, um den dialysierten Extrakt zu aktivieren, 
gelang die Reinigung von Phosphat mittels BaCl, und _ kolloidem 
Fe(OH), in neutraler Lésung. Die Wirksamkeit des Systems: Enzym 
riickstand + Coferment, die fiir sich Null ist, wird durch Zugabe von 
Phosphat bis zu der im Muskelextrakt vorhandenen Konzentration 
in steigendem MaBe aktiviert. 

2. Obwohl wahrscheinlich das Coferment der Milchsaurebildung 
das mit dem der Garung identisch ist, gleichzeitig auch als Coferment 
der Atmung wirkt, ist es nicht méglich, den Muskelriickstand und die 
cofermenthaltige Fraktion so weit von allen Nahrsubstraten zu befreien, 
daB das System erst durch Kohlehydrat- oder Milchsiurezusatz atmungs 
wirksam wird, vielmehr bleibt eine wohl auf EiweiBverbrennung zuriick 
zufiihrende Oxydation in dem nach Méglichkeit gereinigten System 
zuriick. 

3. Es lassen sich keine Anhaltspunkte fiir die Beteiligung des 
Calciums an dem Milchsiiure bildenden Ferment finden. Im Muske! 
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extrakt finden sich etwa 0,12 mg Calcium pro Kubikzentimeter, die 
st undialysabel sind. Durch hemmende Fluorid- oder Oxalatkonzen- 


tion wird dies Calcium nicht ausgefallt. Die HemmungsgréBe ist 
tark von Milieubedingungen abhaingig und, wie auch das Auftreten 
n Triibungen zeigt, wohl auf lyotrope Einfliisse der Salze zuriick- 
ifiibren. 
4. Durch Fallung des Muskelextrakts mit saurem Acetat und 
Eluierung des Niederschlags mit schwach alkalischem Phosphat liBt 
sich eine fortschreitende Reinigung des Milchsiéure bildenden Ferments 
rzielen, so daB in den bisher bestgereinigten Lésungen die Konzen- 
tration des veresternden und Milchsaure bildenden Ferments, bezogen 
wif den EiweiBgehalt, gut zehnmal so groB ist wie im Muskelextrakt, 
der selbst das Ferment schon in der zwei- bis dreifachen Konzentration 
wie die zerschnittene Muskulatur enthalt. 











Uber die beschrinkte Anwendbarkeit 
der quantitativen Stickstoffbestimmung mit Nesslers Reagens. 


Von 
B. Sjollema und L. Seekles. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinisch-veterinire Chemie der Reichs- 
universitét Utrecht.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1927.) 


Die kolorimetrische Bestimmung des Stickstoffs durch Verwendung 
von Nesslers Reagens — Nesslerisation — hat sich besonders da, wo 
nur kleine Substanzmengen zur Verfiigung stehen, in vielen Labora- 
torien eingebiirgert. Sie kann nur dann richtige Resultate liefern 
wenn der Stickstoff vollstindig in Ammoniak umgewandelt wird 
denn andere basische Stickstoffverbindungen, z. B. Methylamin und 
Dimethylamin, farben sich nicht mit Nesslers Reagens. 

Unsere Untersuchungen zeigten nun, daB nicht alle Stickstoff 
verbindungen bei den iiblichen Veraschungsmethoden quantitativ 
Ammoniak liefern. Weil unter den obengenannten Substanzen auch 
solche vorkamen, die biochemisch wichtig sind, méchten wir unsere 
diesbeziiglichen Ergebnisse hier mitteilen. Um der Gefahr zu ent- 
gehen, daB ein zu kurzes Veraschen eine unvollstandige Ammoniak. 
bildung verursacht, haben wir, wie in der Tabelle angegeben ist. in 
vielen Fallen 4 oder 41, Stunden mit dem Veraschungsmittel gekocht 
In einzelnen Fillen setzten wir der Stickstoffverbindung ein wenig 
Glucose hinzu. Das Resultat wurde aber dadurch nicht geandert. 

Fiir die kolorimetrischen Bestimmungen bedienten wir uns eines 
von Klett nachgebauten Dubosqkolorimeters. 


Methodik. 


Die stickstoffhaltige Substanz, meistens 200 mg, wurde im Kjeldah- 
kolben zerstért durch Kochen mit einer Mischung a) von 10 cem kon- 
zentrierter Schwefelsiure, 1g Kupfersulfat und 1g Kaliumsulfat; 
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)) von LO cem konzentrierter Schwefelsaure, 5 g Kaliumsulfat und einem 
lropfen Quecksilber; c) von 10 cem Phosphorschwefelsiure (2 g P,O,. 
lést in konzentrierter Schwefelsiure bis 10 ccm) und | g Kupfer- 
sulfat; d) mit 10cem Phosphorschwefelsiure (2 g Phorphorpentoxyd, 
gelést in konzentrierter Schwefelsiure bis 10 cem) und einem Tropfen 
(juecksilber. Nach 2',- oder nach 4- bis 5stiindiger Erhitzung wurde 
abgekiihlt und, falls Stickstoff quantitativ bestimmt werden sollte. 
mit 300 cem Wasser verdiinnt. Nach Zugabe von 50 ccm einer 33 proz 
Natronlauge bei Anwesenheit von Quecksilber iiberdies noch von 
2g Natriumsulfid wurde destilliert und das Destillat aufgefangen 


in 50 cem n/10 Schwefelsaure. 


Nach Verdiinnung des Destillats mit destilliertem Wasser auf 
iW com wurden 250 ccm abgemessen und titriert mit n/10 Natronlauge 
und in der anderen Halfte der Ammoniakgehalt kolorimetrisch nach 


Nessler bestimmt. 


Dazu wurde 1 cem des Destillats oder so viel wie nétig war, um 
die Intensitat der entstehenden gefarbten Lésung derjenigen der Ver- 
gleichslésung nahezu gleich zu machen, genau abpipettiert und in 
einem MeBkolben von 100 ccm mit destilliertem Wasser bis duf 70 bis 
seem verdiinnt. Dann wurden 5ccm einer 10proz. Natronlauge 
und 2 cem Nesslerscher Lésung') zugegeben, bis zur Marke aufgefiillt, gut 


gemischt und nach 10 Minuten mit einer Standard-Ammonsulfatlésung 
verglichen, hergestellt aus 2 cem Ammonsulfatlésung (0,1 mg Stickstoff 
enthaltend), mit Wasser, 10 proz. Natronlauge und Nesslerscher Lésung 
bis 100 com in der oben angegebenen Weise aufgefiillt. Immer wurde 
darauf geachtet, daB die Farbenintensitaten der zu priifenden Lésung 
und der Vergleichslésung méglichst gleich waren, denn nur unter 
diesen Bedingungen sind mit dem Ness/erschen Verfahren brauchbare 
Ergebnisse zu erhalten. 


In den Fallen, wo auf Methylamin gepriift ist, wurde der Inhalt 
des Kochkolbens nach Veraschung abgekiihlt, 30 cem Wasser, dann 
40 cem 33proz. Natronlauge zugegeben, von der Mischung 10 cem 
iiberdestilliert und in lO cem einer 0,5proz. alkoholischen Lésung 
von Chlordinitrobenzol (1:2: 4)*) aufgefangen. Bei Anwesenheit von 
Methylamin farbte sich das Destillat sofort gelb. Nach einiger Zeit 
setzten sich Kristalle ab, welche, nach 24 Stunden abfiltriert und 
getrocknet, einen Schmelzpunkt von 174° zeigten. Eine Mischung 


') Hergestellt aus 75g KJ in 50cem Wasser, 100g HgJ,, aufgefiillt 
mit Wasser bis 500 cem, von dieser Lésung 300 ecm, dabei 200 cem NaOH 
l0proz.) ausgefiillt bis I Liter. 

2) P. A. Valeton, Journ. Chem. Soc. 127, 40, 1924. 
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der Substanz mit reinem 2, 4-Dinitromethylanilin schmolz imme: 
derselben Temperatur. 

Unsere Resultate sind in folgender Tabelle. ausgedriickt in |) 
zenten Stickstoff, zusammengefaBt. 





litrimetrisch Kolorimetrisch (Nessler 
CuSO, CuSO, Hg Hg CuSO, CuSO, Hg 
K,SO, P.O; |K,SO, P.O; |K,SO, P.O; | K2SO, 
eT ea 28.3 
28,4 *) 


Kyreatinin .... 33,7 33,7 *) 34*) 
~ 33.9 *) 


Coffein 1°*) . . . | 27, 27,4*) 27,1*) 172 


— 19.5 *) 
reer: 29,5 *) 29.6*) 18 


Theobromin It) . 30,377) ins 18.2++) 
31,3 - ane 19.9 
30.6 18.7 


31,3*) 31,3*) | 24,7 *) 
81,3 *) - — 31,0*) 


*) Es wurde wahrend 4 oder 4'/, Stunden destruiert. 

**) Weil der Stickstoffgehalt fiir reines Coffein zu niedrig gefunden wurde, machten wir 
eine Stickstoffbestimmung nach Dumas. Dabei wurden 27,45 Proz. gefunden. Das Praparat ist 
dann zweimal aus Wasser umkristallisiert. Das gereinigte Coffein ({I) enthielt nach einer Dumas: 
bestimmung 29,1 Proz. Stickstoff. 

+) Praparat I lieferte durch zweimaliges Umkristallisieren aus Wasser Theobromin I! 

+t) Er wurde nur kurz destruiert, und zwar 3/, Stunden. Fiir die beiden anderen Bestim:. 
mungen dauerte das Kochen 2!/, Stunden. 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, wurden in Coffein und in Theo- 
bromin bei der Nesslerisation immer zu niedrige Zahlen gefunden. 


Das Defizit war am gréBten, wo mit CuSO, + K,S0, + H,S0, 
verascht wurde; weniger groB war es, wo P,O, statt K,SO, verwendet 
wurde. Behandlung mit Hg, P,O, und H,S0, lieferte bei der kolori- 
metrischen Bestimmung die héchsten Zahlen, aber auch diese waren 
fiir Coffein bedeutend zu niedrig. 


Nach der Veraschung von Coffein und Theobromin mit CuS0, 
K,S0O, und H,S0O, konnte im Destillat sehr deutlich Methylamin nach- 
gewiesen werden, und zwar viel mehr als Spuren. 
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Wurde Hg bei der Destruktion verwendet, dann wurde kein Methyl- 
min im Destillat gefunden, auch da nicht, wo ein Stickstoffdefizit 
.onstatiert wurde. Dies war z. B. der Fall bei der Veraschung von 
(heobromin und von Kreatinin mit Hg, K,80, und H,SQ,. 

Fir Kreatin und Kreatinin waren die Ergebnisse insoweit anders 
us fiir Coffein und Theobromin, als beim Kochen mit Hg, P,O, und 
H, SO, die kolorimetrische Bestimmung Resultate lieferte, welche nicht 
so viel unter denen der titrimetrischen liegen, wie es beim Coffein und 
(heobromin der Fall war; dennoch waren die Resultate bei der Nessleri- 
sation immer zu niedrig, wo anders als mit Hg, P,O, und H, S80, ver- 
ascht wurde. 

Die Methylaminprobe wurde fiir Kreatin und Kreatinin nach 
Veraschung mit CuSO,, K,SO, und H,S0,, bei beiden mit positivem 
Erfolg, gemacht. Ein negatives Ergebnis wurde, wie schon gesagt, 
fir Kreatinin nach Kochen mit Hg. K,80O, und H,S0, erhalten; also 
auch hier kein Methylamin, wo Hg verwendet wird 

DaB nicht fiir alle organischen Stoffe, welche die Methylgruppe 
enthalten, die Nesslerisation beim Veraschen mit CuSO,, K,SO, und 
H,SO, zu unrichtigen Resultaten fiihrt, konnten wir mit Dimethyl- 
anilin zeigen. Hier war auch die Methylaminprobe negativ. 


Wir teilen hier noch die approximativen Zahlen der Methyla min- 
proben mit, damit es deutlich wird, daB es sich hier nicht um geringe 
Spuren von Methylanilin handelt. 





Menge des kristallisierten 


Menge : 
e Zerstérungsmmittel Dinitromethylanilins 


Substanz 
mg 
Theobromin LOO H,SO,—KygSO,-CuS80, 49 mg 
2.5 Stunden 
Kreatinin 100 H,SO,.- KgSO,-CuS8 0, 25 
4 Stunden 


Coffein I 200 HgSO4—KygSO0,-CuS0, 60 mg, mit mehr Dinitrochlor- 
2.5 Stunden benzol noch etwa 60 mg, also 
im ganzen 120 mg 


Kreatin : HygSO4—KygSO,-Cus0, 40 mg, mit mehr Dinitrochlor- 
2,5 Stunden benzol noch etwa 20 mg 


100 mg Dinitromethylanilin stimmen mit etwa 16 mg Methylamin 
und mit etwa 7 mg N aus Methylamin iiberein. Es wurde beim Coffein | 
also etwa ein Neuntel des Stickstoffs im gefallten Dinitromethylanilin 
zuriickgefunden. 
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Bei der Analyse von Fliissigkeiten, die neben anderen Stickstof! 
verbindungen nur wenig von den stickstoffhaltigen Substanzen ent 
halten, welche nach Veraschung mit dem vielfach verwendeten Gemisc! 
von CuSO,, K,SO, und H,SO, nur einen Teil ihres Stickstoffs bx 
stimmen lassen, wird der Fehler nicht sehr groB sein, wenn es sich um 
Stoffe, wie Kreatinin handelt, bei denen das Defizit nicht sehr grol} 
ist. Sind jedoch Stoffe wie Coffein, Theobromin und Kreatin, von 
denen nur etwa zwei Drittel des Stickstoffs bei der Nesslerisation 
gefunden werden, anwesend, so wird auch da, wo diese Stoffe nu 
einen kleinen Bruchteil der Stickstoffverbindungen ausmachen, schon 
bald ein bedeutender Fehler entstehen. Ob bessere Resultate erziel 
werden, wenn mehr K,SO, auf einen Teil H,SO, verwendet wird 
als wir benutzten — z. B. auf 10cem H,SO, 5g K,SO, —. haben 
wir nicht untersucht. Auch die Mischung CuSO,, P,O; und H,S0, 
lieferte bei unseren kolorimetrischen Versuchen fiir Coffein, Theo 
bromin und Kreatinin zu niedrige Zahlen 




















Fortgefiihrte Untersuchungen iiber MaBanalyse, 
\ussalzbarkeit und spezifische Refraktion der Eiwei&kérper- 
gruppen des menschlichen Blutplasmas nebst Bemerkungen iiber 

die vergleichende Viskositatsuntersuchung des Blutserums. 


Von 
W. Starlinger, K. Spiith und E. Winands. 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik in Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 13, Januar 1927.) 


I. Fragestellung. 
In einer Reihe vorausgehender Mitteilungen wurde iiber Unter 
suchungen berichtet, die den Zweck verfolgten, eine zusammenfassende 
theoretische und experimentelle Kritik der methodischen MaBanalyse 
der EiweiBkérpergruppen des menschlichen Blutplasmas erstmalig 
darzustellen. Diese Untersuchungen wurden urspriinglich lediglich 
zum Zwecke eigener Aufklarung durchgefiihrt, da zur Zeit ihrer An 
stellung verschiedenste Methoden zu gleichen Zielen im Rahmen 
gleicher biologischer und klinischer Fragestellung in Anwendung ge 
bracht wurden, ohne dab eine Abgrenzung ihrer Leistungsfahigkeit und 
damit die Méglichkeit gegeben war, die solcherweise erhobenen, sich 
vielfach widersprechenden Ergebnisse auf eine gemeinsame Vergleichs 
grundlage zuriickfiihren zu kénnen. Als sich nun im Verlauf dieser 
Priifung, die sich zwanglos iiber mehrere Jahre erstreckte, einerseits 
Befunde ergaben, die mit manchen, bisher auf Grund alter Angaben 
ziemlich allgemein anerkannten Anschauungen nicht in Einklang zu 
bringen waren, andererseits verschiedene Beobachtungen einen all 
gemeineren methodischen Fortschritt zu bedeuten schienen, wurden 
die erhobenen Erfahrungen zusammengestellt und mitgeteilt. Die 
Berechtigung zur Veréffentlichung schien uns schlieBlich noch dadurch 
gegeben, daB wir uns auch in Einzelfragen auf ein experimentell er 
hobenes Material stiitzen durften, wie es bis dahin von keiner Seite 
in gleichem AusmaB beigebracht worden war. 
Die Mitteilungen bezogen sich vor allem auf die Methodik der 
quantitativen Bestimmung der Gerinnungsfraktion [des sogenannten 
Biochemische Zeitschrift Band 153. 
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Fibrinogens|') und der SerumeiweiBfraktionen [der sogenannt: 

Globuline und Albumine]*), weiter auf die gemeinsame Bestimmun 
aller drei Fraktionen im Rahmen besonders expeditiver Bedingungen 

schlieBlich auch auf die hierhergehérigen Beziehungen verschiedene: 
Serumarten zueinander*) und die vergleichende Viskositatsuntersuchuny 
des Serums*®). Es wurde ausgefiihrt, da die klassische Neutralsaly 
fraktionierung der zirkulierenden Eiweibkérper, wie wir sie Hammarst:, 
und der Schule Hofmeisters verdanken, auch heute noch die sicherst: 
Méglichkeit bietet, die Gesamtmenge des EiweiBes in einige grolk 
Gruppen zu zerlegen, die wenigstens ihrem Hauptteil nach dure! 
bestimmte physiko-chemische, konstitutiv-chemische und = immu 
biologische Eigenschaften, sowie durch bestimmte biologische uni 
klinische GesetzmaBigkeiten gekennzeichnet werden kénnen; es wurd: 
weiter der Ammonsulfatfraktionierung der unbedingte Vorzug vor 
den anderen gebrauchlicheren Trennungsverfahren durch Magnesium 
sulfat und Natriumsulfat eingeraiumt, und schlieBlich die im Rahmei 
besonderer Bedingungen durchzufiihrende Wageanalyse aus Griinde: 
der Expeditivitat bei gleicher, sogar unter Umstinden griBerer Zu 
verlassigkeit der Stickstoffbestimmung vorgestellt, wahrend die meisten 
optischen Verfahren, vor allem die verbreitete Refraktometrie und 
kombinierte Viskosirefraktometrie, infolge grundsatzlicher Fehler 
méglichkeit abgelehnt werden muBten. 


Diese Hauptergebnisse: der Vorzug der Ammonsulfatfraktionierung 
vor den anderen Trennungsverfahren bzw. der ungleiche Fallungseffekt 
in solcher Hinsicht als gleichwertig angenommener Salzkonzentrationen 
in pathologischen Menschenplasmen, weiter der Vorzug der Wage 
analyse auch unter vereinfachten, der biologischen Serienuntersuchung 
angepaBten Bedingungen, schlieBlich die ungeniigende Leistungs 
fahigkeit der Verfahren, die auf der Bestimmung des  Brechungs 
vermégens aufgebaut wurden, standen also zur Diskussion und wurden 
inzwischen mehrfach einer solchen unterworfen. Da nun im Rahmen 
solcher Stellungnahme auch Befunde mitgeteilt und Ansichten ver 
treten wurden, die unseren Ergebnissen zu widersprechen scheinen 
da weiter die Entscheidung dieser strittigen Fragen fiir die Beurteilung 
des Verhaltens der zirkulierenden EiweiBkérper des Blutes grundsiitz 


1) W. Starlinger, Mitteilung I und II, diese Zeitschr. 140 und 148, 1923 
W. Starlinger und K. Hartl, Mitteilung ITI, ebendaselbst 157, 283, 1925. 

2) W. Starlinger und K. Hartl, Mitteilung I bis ITI, diese Zeitschr. 160. 
113, 129, 147, 1925. 

3) W. Starlinger, ebendaselbst 168, 423, 1926. 

4) Derselbe, Mitteilung I, ebendaselbst 153, 144, 1924; W. Starlinger 
und U. Strasser, Mitteilung II, ebendaselbst 160, 417, 1925. 

5) W. Starlinger und K. Hartl, ebendaselbst 160, 225, 1925. 
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che Wichtigkeit beanspruchen darf, die Bedeutung der Bewertung 
lieser EiweiBkérper aber immer mehr erkannt und _ beriicksichtigt 
wird, scheint es erlaubt und berechtigt, die friiheren eigenen und in 
»wischen erhobenen fremden Befunde einer vergleichenden Kritik zu 
unterwerfen und iiber das Ergebnis neuerer, in gleicher Richtung 
weitergefiihrter eigener Untersuchungen zu berichten. Die vergleichende 
kritische Betrachtung aber scheint uns besonders nétig, da von manchen 
\utoren SchluBfolgerungen gezogen wurden, mit denen die erhobenen 
Befunde unseres Erachtens nicht in Einklang gebracht werden kénnen 

Es wird also in drei Abschnitten zu erértern und zu priifen sein 

lL. Das Leistungsvermégen der vereinfachten Wigeanalyse ; 

2. das Fallungsvermégen der wichtigsten Trennungssalze in 
pathologischen menschlichen Plasmen ; 


3. die Eignung der Refraktometrie und ihrer verwandten Ver 
fahren fiir die MaBanalyse der EiweiBkérper bzw. das Bestehen ciner 
einheitlich konstanten spezifischen Refraktion der letzteren 

SchlieBlich soll anhangsweise zu einigen hierhergehérigen Fragen 
die sich auf die vergleichende Viskositatsuntersuchung des Blutserums 
beziehen, Stellung genommen werden. 

Bevor wir jedoch auf diese einzelnen Abschnitte eingehen, méchten 
wir noch eine allgemeine Bemerkung vorausschicken: 

Wir haben seinerzeit den Vorschlag gemacht, ..an Stelle der im 
Streit der Meinungen stehenden Bezeichnungen’: Fibrinogen— Glo-. 
bulin— Albumin, die von verschiedenen Autoren je nach der jeweils 
verwendeten Trennungsgrundlage véllig verschieden verstanden wurden 
und werden, ,,nichts prijudizierende Ausdriicke treten zu lassen, 
die nur Tatsachliches, klar Definiertes enthalten: also ,,Gerinnungs 
fraktion®’’ (oder bei Abtrennung durch Ammonsulfat  ,,28 vol.-proz 


Sattigungsfraktion‘) statt Fibrinogen, ..Ammonsulfathalb-" oder 
,Natriumsulfathalb-“* oder ,,Magnesiumsulfatganzsittigungsfraktion™ 
statt Globulin, .,Ammonsulfatganz- oder — .,Natriumsulfatganz- 


sittigungsfraktion’’ statt Albumin zu sagen. 


Dieser Tendenz, ,,die Begriffe Globulin und Albumin fallen zu lassen’. 
wurde von £. A. Hafner') widersprochen, ,,da wir heute ganz allgemein von 
der Relativitaét dieser Begriffe tiberzeugt waren und bekannte Forsche 
dieselben Begriffe mit Erfolg verwendet hatten*, ferner, ,,weil der kon 
ventionell gebildete Begriff nicht nur biologisch seine Berechtigung hatte. 
sondern auch physikalisch-chemisch klar definierbar wire.‘ 


Demgegeniiber méchten wir nun ausdriicklich betonen, dai unser 
Vorschlag lediglich den Zweck verfolgte, eine klare Verstindigung 


1) FE. A. Hafner, diese Zeitschr. 165, 29, 1925. 
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anzubahnen, dab er also nicht in Ermangelung ..historischen Fei: 
gefiihls’ die Namengebung klassischer Forscher verwerfen wollt: 
eine klare beigeordnete Begriffsdefinition zu verlangen, schien un 
aber gerade aus der allgemeinen Uberzeugung von der Relativita 
des Sprachgebrauchs und -begriffs ableitbar. Dali jede der grobe: 
Kiweibkérpergruppen ihrer Hauptmenge nach eine verhaltnismabiy 
sicher physikalisch-chemisch definierbare Einheit bildet, scheint auc! 
uns wahrscheinlich und wurde von uns immer vertreten; daneben abe: 
diirfte es, so wie in jedem biologischen System Ubergange vorkommen 
auch hier UChergangs- oder Grenzfraktionen geben, die zur Nachbai 
hauptfraktion iiberleiten. also Uhergangseigenschaften besitzen, und 
so unter verschiedenen Bedingungen des umgebenden Milieus (an 
scheinend nicht zum wenigsten auch bei verschiedenartiger Aussalzung 
einmal dieser, das andere Mal jener Hauptfraktion zugehérig werden 
Solche Verhaltnisse werden aber in Hinsicht auf die vorliegende Frag: 
stellung nur dann klar ausgedriickt, wenn der Effekt der Fraktionierung 
durch die Art der Fraktionierung definiert wird. 

Im folgenden soll nun in die Erérterung der eingangs ausgefiihrten 
Kinzelfragen eingetreten werden und dabei zuerst die Frage des Standard 
verfahrens, in unserem Falle also der Wiageanalyse, Beriicksichtigung 
finden, da ihre Entscheidung auch fiir die folgenden Kapitel die metho 
dische Beurteilungsgrundlage erst vermittelt. 


Il. Das Leistungsvermégen der vereinfachten Gewichtsanalyse 
der Eiwei8kérpergruppen. 

Vorausgeschickt sei, daB im folgenden nur mehr die Gewichts 
analyse der beiden HaupteiweiBkérpergruppen des Blutserums, also 
der sogenannten Globuline und Albumine, beriicksichtigt werden mut 
wihrend auf die Bestimmung der Gerinnungsfraktion, des sogenannten 
Fibrinogens, nicht mehr eingegangen werden braucht, da diese in 
ihrer Zuverlassigkeit und Expeditivitat nicht anfechtbar ist und auch 
bisher nicht angefochten wurde; die Ubereinstimmung der Ergebniss: 
der Gravimetrie und Stickstoffbestimmung, die bei der Bestimmung 
der Gerinnungsfraktion ebenso expeditiv verlauft, ist eine vollkommene 


Weiter méchten wir vorausschicken, daB wir bei Veréffentlichung 
unserer vereinfachten Gewichtsanalyse der Serumeiweibkorpergruppen 
ausdriicklich betonten, daB wir kein neues Verfahren, sondern lediglich 
eine solche Modifikation der klassischen gravimetrischen Methodik 
mitteilen wollten, die den Anforderungen der biologisch-klinische 
Serienuntersuchung im Sinne geniigender Zuverlassigkeit und Handlich 
keit auf Grund eigener Erfahrungen voll entspricht. Unsere Aufgal« 
muBte also sein, zu erproben, in welchem AusmaB technische Hemmniss« 
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ler Serienbestimmung (Wagung auf der analytischen Wage, Ver- 
wschung usw.) verringert oder gir ausgeschaltet werden kénnten, 
hne das erlaubte MaB der Fehlerméglichkeit zu iiberschreiten. Die 
entsprechenden Versuche wurden seinerzeit ausfiihrlich mitgeteilt, ihre 
Ergebnisse fiihrten zu folgendem Verfahren: 


Das zu analysierende Serum (natives Vollblut-, natives Plasma-, 
ekalzifiziertes Citratserum) wird (im Falle vorausgehender Verdiinnunyg 
inter entsprechender Beriicksichtigung dieser Verdiinnung) zuerst geniigend 
mindestens dreifach) mit Wasser verdiinnt, darauf mit gleicher Menge 
vesittigter Ammonsulfatlésung halbgesattigt und nach einiger Zeit schart 
entrifugiert; darauf wird die tiberstehende klare Fliissigkeit, die nunmehr 
die Ganzsattigungsfraktion gelést enthalt, in bekannter Menge abgehoben, 
mit gleicher Menge einer etwa m/25 Essigsaiure versetzt und im Wasserbad 
koaguliert; schlieBlich wird das koagulierte Eiweii in vorgewogenen, 
wasserfreien Schleicher-Schiill-Blaubandfiltern aufgefangen, mit destilliertem 





Wasser bis zur negativen Sulfatreaktion gewaschen, je einmal mit Alkohol 
und Ather gespiilt und mit dem Filter getrocknet und gewogen. Ebenso 
wird im gleichen Serum ohne vorausgehende Fraktionierung der Cesamit- 
eiweibgehalt bestimmt. 

Als Serummengen geniigen 1,0 cem fiir die Ganzsattigungsfraktions- 
bestimmung, 0,5 cem fiir die Gesamteiweibbestimmung; doch kénnen diese 
Mengen bei sorgfaltigem Arbeiten noch um die Halfte verringert werden. 

Die Trocknung der unbeschickten und beschickten Filter erfolgt bei 
veniigender Wagetechnik bis zu vier Fiiter in einer Petrischale, bei ungeniigen- 
der Wagetechnik einzeln in Wageglaschen durch | Stunde bei, 105°. Die 
Wagung erfolgt auf der Torsionswage. 

Gegen dieses Verfahren wurden nun von Arndt und Hafner’) einerseits, 
von Petschacher, Berger und Schretter®) andererseits folgende Einwendiungen 
erhoben: 

Arndt und Hafner sagten: 


1. daB es, wie 3,Starlinger und, Hartl selbst angeben™, nicht mdglich 
wire, ,,den EiweiBverlust beim Waschen voéllig auszuschlieBen” ; 


2. daB durch das nur einmalige Nachwaschen mit Alkohol und Ather 
eine geniigende Entfernung der am EiweiSkoagulum anhaftenden Lipoide 
nicht erzielt werden kénne. 

Petschacher, Berger und Schretter wiederholten den letzteren Einwand, 
dehnten ihn auch auf anhaftende Salze aus und fiigten hinzu, dal 

3. durch die ,,offene’*’ Wagung auf der Torsionswage groBe .,Filter- 
fehler** durch Wasseranziehung der Filter wahrend der Wagung entstiinden. 

Diesen Einwendungen miissen wir folgendes entgegenhalten: 


Zu 1. Arndt und Hafner lehnen unsere vereinfachte Gewichtsanalyse 
auf Grund der ausgefiihrten theoretischen Kritik ab, ohne anscheinend 
selbst das Verfahren aus eigener Ubung zu kennen; sie postulieren einen 
EiweiBverlust waihrend des Nachwaschens unter Berufung auf uns selbst. 


') Arndt und Hajner, diese Zeitschr. 167, 440, 1926. 
2) Petschacher, Berger und Schretter, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 50, 
1926. 
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Diese Berufung ist jedoch nicht verstandlich, denn wir haben den Eiweil 
verlust nur dann beobachtet, wenn bei gleichzeitiger direkter Mitbestimmun 
der Halbsittigungsfraktion der Niederschlag dieser Fraktion lange mi: 
halbgesattigter Lésung nachgewaschen werden muBte, um ihn vom ar 
haftenden GanzsittigungseiweiB zu befreien; in diesem Falle erfahrt ver 
standlicherweise das die Ganzsittigungsfraktion enthaltende Filtrat ein: 
solehe Vermehrung des Salzes, daB die Filterung des koagulierten Filtrat 
nunmehr um ein Vielfaches verlingert, verzégert und erschwert wird wn 
solcherweise in der Tat manchmal EiweiBverluste auftreten. Aus diesen 
Grunde haben wir auf die direkte Bestimmung der Halbsattigungsfraktior 
verzichtet, dadurch das Nachwaschen mit halbgesattigter Salzlésuny 
erspart und solcherweise die Salzmenge im Halbséttigungsfiltrat auf etwa 
ein Zehntel herabgesetzt. Die notwendige Wasserspiilung des koagulierte) 
EiweiBes wird dadurch so verkiirzt, ,,daB8 der Eiwei8verlust ausgeschaltet 
oder wenigstens auf ein Minimum beschrankt wird’. Tatséchlich ist das 
Filtrat immer wasserklar und zeigt auch bei Zusatz von Alkaloidreagenzien 
nur in Ausnahmefillen eine kaum erkennbare Opaleszenz, die bekanntlich 
FiweiBmengen entspricht, welche sich der quantitativen Erfassung ent 
ziehen. Doch sind diese Fille so selten, daB man bei ihnen eher an eine un 
geniigende Koagulation oder an eine ungeniigende Filterhartung denken 
mochte. Dieser Sachverhalt wurde von uns durch die ausdriickliche Be 
tonung der ,,Beseitigung des EiweiBverlustes** der friiheren Methodik, cic 
in der erwaihnten Mitteilung wenige Seiten vorher entsprechend den vor 
stehenden Ausfiihrungen kritisiert wurde, so eindeutig klargelegt, daB wi: 
nicht verstehen kénnen, wie Arndt und Hafner uns selbst als Kronzeugen 
des von ihnen theoretisch supponierten EiweiBverlusts anfiihren kénnen. 

Zur theoretischen Erklarung dieses tatsachlich gar nicht erfolgenden 
EiweiBverlustes verweisen die Autoren auf seine Abhangigkeit vom Dis 
persitatsgrad der gefiillten EiweiBteilchen, welcher auch bei Verwendung 
des gleichen Fallungsmittels und unter Konstanterhaltung aller tibrigen 
Faktoren bei verschiedenen pathclogischen Zustinden in weitestem Mabe 
schwanke. Diese Ausfiihrung trifft jedoch, wie wir auf Grund einer Er- 
fahrung von vielen Hundert Stabilitétspriifungen an  pathologischen 
Menschenplasmen aus friiheren Jahren mit Sicherheit behaupten ciirfen, 
nur auf Eiwei®fillungen reversibler Natur zu, wie sie z. B. durch Neutral 
salze bewirkt wird, gilt jedoch nicht fiir massive irreversible Koagulation, 
bei welcher von einem Dispersionsgrad der Fallung eigentlich nicht mehr 
gesprochen werden kann, wie beispielsweise in unserem Falle der Hitze- 
koagulation; hier ist die Teilchengr6Be, wenn man von einer solchen tiberhaupt 
noeh reden darf, im Verhaltnis zur PorengréBe des geharteten Filters so 
groB, das etwaige Dispersitétsunterschiede auSer jeder Betrachtung bleiben 
kénnen. Im iibrigen bedarf es wohl keines weiteren Beweises, dal} best 
gehartete (Blauband-) Filter hitzekoaguliertes Fiweif quantitativ zurtick 
zuhalten vermégen, wenn Salzkonzentrationen, welche die Filterporen 
schiidigen, vermieden werden, wie es eben durch Verzicht auf die direkt« 
Jestimmung der Halbsattigungsfraktion geschah. 


Damit scheint uns der erste Einwand erledigt. 


Za 2. Auch dieser Einwurf wurde von beiden Autorengruppea nw 
theoretisch formuliert; er laBt sich jedoch bereits aus der vorliegenden 
Literatur widerlegen, da es bekannt ist, daB die Plasmaphosphatide be: 
Hitzekoagulation des PlasmaeiweiBes zur Ganze, die Sterine zum weitau 
gréBten Teile in das Filtrat iibergehen, waihrend der Rest der Sterine mit 
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lem Eiwei®8 der Halbsattigungsfraktion vereinigt bleibt. Ich brauche in 
liesem Zusammenhang nur die sorgfailtigen Untersuchungen Handorskys') 
wunzufthren; er schreibt: ,,Fallt man die Gesamteiweibkérper durch Hitze- 
verinnung mit verdiinnter Saéure oder durch Ganzsattigung mit Ammon 
-ulfat, dann sind die ganzen Phosphatide im Filtrat nachweisbar und vom 
Cholesterin ebensoviel wie im Filtrat nach Globulinflockung, das sind 70 
bis 80 Proz.* Aus diesem experimentellen Ergebnis Handovskys ergibt 
sich also, dab das koagulierte EiweiB der Ganzsittigungsfraktion iiberhaupt 
ipoidfrei ist, ein Lipoidfehler also gar nicht in Betracht gezogen werden 
raucht, weiter, daB die am Globulin haftende, bei unserer Gesamteiweil- 
bestimmung also etwa Fehler bedingende Lipoidverunreinigung, selbst 
wenn die Alkohol-Atherspiilung gar keinen EinfluB entfalten wiirde, so 
veringe Wirkung ausiiben wiirde, daB sie ebenfalls nicht beriicksichtigt 
werden muBb. Denn wenn beispielsweise der mittlere GesamteiweiBgehalt 
mit etwa 7g-Proz., der mittlere Gesamtcholesteringehalt mit etwa 
0,150 g-Proz. veranschlagt wiirde, kénnte die anhaftende Verunreinigung 
héehstens 0,03 g-Proz. Fehler verursachen, wiirde also nicht einmal ein 
halbes Hundertstel der Gewichtsmenge des GesamteiweiGBes erreichen. 

Was weiter die Fehlerquelle durch ungeniigende Entfernung der an 
haftenden Salze anlangt, die von Petschacher, Berger und Schretter wieder 
nur theoretisch konstruiert wird, wahrend wir seinerzeit diese Fehler 
méglichkeit in zehn genauen Aschenanalysen kontrollierten, so brauchen 
wir nur auf das Ergebnis dieser Untersuchungsreihe verweisen, demzufolge 
im Rahmen unserer Methode die Aschenriickstande bei negativer Sulfat- 
reaktion um 0,0003 g¢ schwanken, im Rahmen der angestrebten Genauigkeit 
also vernachlassigt werden diirfen. 

Damit scheinen uns auch diese Einwande erledigt. 

Zu 3. Petschacher, Berger und Schretter erklaren es erstlich fiir un- 
moglich, zur Gewichtskonstanz getrocknete, im Exsikkator abgekiihlte 
Filter auf der Torsionswage ohne wesentlichen Feuchtigkeitsfehler zur 
\uswiigung zu bringen. Wir haben zu diesem Einwand, den wir uns ver 
standlicherweise selbst gestellt haben, bemerkt: ..Die Wagung auf der 
Torsionswage mu und kann so rasch erfolgen, daB die “Uuftfeuchtigkeit, 
die nach 1 Minute bereits einen Waiagefehler ,»bis 0,002 g¢ nach sich ziehen 
kann, keinen Einflu8 auszuiiben vermag. Die Wagung eines Filters ist auf 
der Torsionswage in wenigen Sekunden ausfiihrbar’*. Wir kénnen dieser 
damaligen Bemerkung auch heute nichts hinzufiigen und daher nur noch- 
mals ausdriicklich betonen, daB es mit einiger Ubung ausnahmslos méglich 
ist, die Filter in der angegebenen Weise und Zeit ohne Wasserfehler zu wiagen. 
Wir haben, bevor wir zur Torsionswage iibergingen, uns immer wieder von 
der vélligen Ubereinstimmung der Filterwagung im Wageglaschen auf der 
analytischen Wage und offen auf der Torsionswage im Rahmen der Genauig- 
keit der Torsionswigung, die wir mit + 0,00025¢ beziffern mdchten, 
iiberzeugt, ebenso wie wir auch bei wiederholter Trocknung und Wagung 
auf der Torsionswage immer gleiche Werte beobachteten. Wir kénnen also 
mit Sicherheit behaupten, daB in 4 bis 5 Sekunden, welche Zeit eine Filter- 
wagung beansprucht, die EinfluBnahme der Luftfeuchtigkeit unter dem 
methodischen Wagefehler bleibt, vorausgesetzt, daB die Wagung bei Luft 
feuchtigkeitsgraden, wie sie in Wagezimmern iiblich sind, durchgefiihrt 
wird. 


') Handovsky, Pfliigers Arch. 1925, S. 210. 
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Die Autoren nehmen weiter Stellung gegen das .,serienweise Abwage, 
der Filter, worunter die gleichzeitige Trocknung bis zu vier Filtern zu ve) 
stehen ist. Die Petrischale soll dabei nach unserer Vorschrift unmittelba: 
vor der Wagung dem Exsikkator entnommen und darauf bei jeder Filte: 
entnahme der Deckel der Schale nur so weit geliiftet werden, daB eine klein: 
Pinzette das Filter eben entnehmen kann. Wir geben zu, daB dieses Ve) 
fahren von vornherein ein gewisses MiBtrauen zu erwecken imstande ist 
da man vermuten kénnte, daB hier die Luftfeuchtigkeit doch gréBere: 
KinfluB ausiiben miBte. Wir kénnen jedoch auf Grund vielfacher Kon 
trollen sagen, dali diese EinfluBnahme bei sorgfaltiger Arbeit tatsachlic} 
nicht erfolgt, wie wir ja tberhaupt immer wieder ausdriicklich betone: 
mdchten, daB alle diese kleinen technischen Vorteile, die im Zusammenhany 
eben erst die angestrebte Expeditivitat bewirken, immer erst nach gx 
nauester experimenteller Priifung dauernd angewendet und schlieBlic! 
mitgeteilt wurden; so haben wir auch im vorliegenden Falle die Trocknuny 
im Einzelwageglaschen erst verlassen, nachdem wir von der Ungefahrlich 
keit der Simultanwigung geniigend tiberzeugt waren. Wer jedoch dies: 
technische Vereinfachung nicht sicher zu beherrschen meint., wird besse: 
die Einzelwaigung im Wageglischen bevorzugen. 

Damit scheinen uns auch die letzten Einwendungen erledigt. 

Wenn gegen ein maBanalytisches Verfahren kein grundsatzlicher 
Kinwand erhoben werden kann, ist es iiblich, einerseits die gewonnenen 
Resultate mit den Resultaten eines anderen gleichgeordneten Ver 
fahrens zu vergleichen, andererseits die Differenzabweichung zwischen 
Parallelbestimmungen festzulegen. Grundsatzliche Einwendungen 
lassen sich gegen unsere vereinfachte Wageanalyse nicht vorbringen 
bzw. wenn sie vorgebracht werden, wie im vorstehenden leicht ent 
kraften, so daB also nun der Vergleich mit der Leistung gleichgeordneter 
Verfahren und der Vergleich von Parallelbestimmungen durchzufiihren 
bleibt. 

Als gleichgeordnetes Verfahren kommt derzeit entsprechend unsere! 
seinerzeitigen Beweisfiihrung und in Anbetracht der ungeniigenden 
Leistungsfahigkeit der optischen Verfahren (mit Ausnahme der Nephelo 
metrie, die aber noch nicht geniigend erprobt scheint) lediglich die Stickstoff 
bestimmung in Betracht. Wir haben nun seinerzeit einen unmittelbaren 
Vergleich der Gewichtsanalyse und Stickstoffanalyse der Ammonsulfat 
fraktionen fiir kaum durchfiihrbar erklart, weil uns die Stickstoffbestimmung 
bei Anwesenheit bzw. bei nicht sicher geniigender Entfernung der Ammon 
salzmengen nicht unbedenklich erschien; hinsichtlich des Vergleichs der 
Wage- und Stickstoffanalyse im allgemeinen aber haben wir auf die eigenen 
diesbeziiglichen Vergleichsbestimmungen der Gerinnungsfraktion verwiesen 
die in 35 Parallelbestimmungen eine mittlere Differenz von 0,03 g-Proz 
ergeben hatte; gleiche Ergebnisse haben wir auch wiederholt bei Parallel 
analysen des Serum-GesamteiweiBgehalts und anderer Eiwei®kérper 
(Caseinate) erhalten. Wir haben immer die gleichzustellende Zuverlassigkeit 
der Wage- und Stickstoffbestimmung betont und lediglich die unter Um 
stinden gréBere Expeditivitat der ersteren hervorgehoben. Wir miissen 
auf diese Stellungnahme deshalb zuriickkommen, weil  anscheinen: 
mancherorts angenommen wurde, da wir die Stickstoffanalyse verdrangen 
wollten. 
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Petschacher, Berger und Nchretter haben sich inzwischen in die Cullen 
m Slykesche Methode eingearbeitet, die es erlauben soll, die EiweiBanalyse 
trotz verwendeter Ammonsulfatfraktionierung im Rahmen der Stickstoft 
bestimmung durchzufiihren; sie berichten itiber gute Resultate, deren 
Kritik uns nicht zusteht, nachdem wir diese Methode selbst niemals geiibt 
aben, da sie uns, wie schon ausgefiihrt, nicht ohne schwer vermeidbare 
Fehlerméglichkeiten anwendbar schien. Mit den Resultaten dieser Methode 
maben nun die Autoren die gleichzeitig mit unserer Methode erhobenen 
Resultate in sieben Fallen verglichen und dabei Abweichungen von 1.3 
bis 1.4 g-Proz. beim CGesamteiweibgehalt, von 1.4 bis 2.2 g-Proz 
bei der Ganzsattigungsfraktion gefunden. Gleichzeitig beobachteten sie 
in derselben Versuchsreihe, in welcher auch die Gravimetrie parallel in 
Doppelbestimmungen durchgefiihrt wurde, daB ,,der Unterschied in einigen 
Fallen die von Starlinger und Hartl angegebenen mittleren Werte von 
0,12 g-Proz. iiberstieg.“* In welchem AusmaBe diese Abweichung beob- 
achtet wurde, ist leider nicht angegeben. 

Wir kénnen fiir diese auffallend hohen Differenzen zwischen den 
Resultaten der Wage- und Stickstoffbestimmung, wie wir sie selbst 
niemals sahen, keine andere Erklarung abgeben, als daB die Gewichtsanalyse 
nicht unter entsprechenden Bedingungen durchgefiihrt wurde.  Fiir diese 
Auffassung scheint uns zu sprechen, daB die Autoren ihrem besprochenen 
..Filterfehler’*, der von uns nie beobachtet wurde, so groBen Wert zubilligen 
und in ihren gravimetrischen Doppelanalysen gréBere (um wieviel gréBere, 
wissen wir leider nicht) Differenzen sahen als wir angegeben hatten. 

Wir selbst haben seinerzeit in je 33 Doppelanalysen des Gesamteiweil- 
vehalts und der Ganzsittigungsfraktion je eine mittlere + -Abweichung von 

0,12 g-Proz. gefunden. Diese Analysen wurden im Vollblutserum durch- 
gefiihrt. Wir haben spater denselben Vergleich neuerlich auch im rekalzi- 
fizierten Citratserum unternommen und in 32 Parallelanalysen eine mittlere 

-Abweichung von 0,12g-Proz. beim GesamteiweiBgehalt, von 0,07 g-Proz. 
bei der Ganzsaéttigungsfraktion gefunden. Wir verfiigten also vor der 
Mitteilung Petschacher, Berger und Schretters iiber insgesamt 65 Doppel- 
analysen, die eine mittlere +-Abweichung von +. 0,12 g-Proz. fiir das 
CesamtserumeiweiB, von + 6,10 g-Proz. fiir die Canzsittigungsfraktion 
ergeben hatten. 

Da nun diese Autoren bemerken, ..cine eingehendere Diskussion 
dieser Resultate nicht geben zu kénnen, da sie ohne Angabe genauer 
Protokolle nur summarisch mitgeteilt wurden“, was von uns aus 
Griinden der Raumersparnis geschah, da wir iiber das Ergebnis von 
insgesamt mehreren hundert Untersuchungen zu_ berichten hatten 
sind wir im folgenden gezwungen, eine neuerliche, inzwischen un- 
beabsichtigt durchgefiihrte Vergleichsserie (da wir unsere klinischen 
Analysen haufig als Doppelanalysen durchfiihren) ausfiihrlich an- 
zugeben: Die erste Serie umfaBt 44 Doppelanalysen des Cesamt- 
eiweiBgehalts und 37 Doppelanalysen der Ganzsattigungsfraktion bei 
Verarbeitung rekalzifizierten Citratserums, die zweite 38 Doppel- 
analysen des GesamteiweiBgehalts und der Ganzsittigungsfraktion 
bei Verwendung von Vollblutserum. Dabei wurden folgende Unter- 
schiede beobachtet : 
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Bei Bestimmung des Gesamteiweibgehalts im Rahmen der ersten Seri: 
bei absoluten GesamteiweiBmengen zwischen 6,50 und 8,68 g-Proz.: 

fiinfmal 0; sechsmal 0,01; 0,02; 0,03; zweimal 0,04; 0,06; 0,07; 0,0s 
0,09; 0,10; O,11; 0,12; dreimal 0.14; zweimal 0,15; 0,18; 0,23; 0,25; 0,30 
0,33; 0,35; 0,36; 0,65; im Mittel also 0,11 g-Proz.; 

im Rahmen der zweiten Serie bei absoluten GesamteiweiBmenge: 
zwischen 5,48 und 8,70 g-Proz.: 

zweimal 0,02; dreimal 0,03; 0,05; sechsmal 0,07; viermal 0,08; 0,10; 
sechsmal 0,12; fiinfmal 0,13; zweimal 0,15; 0,17; 0,18; 0,22; 0,25; 0,27; 
im Mittel also 0,11 g-Proz.; 

bei Bestimmung der Ganzsidttigungsfraktion im Rahmen der erste: 
Serie bei absoluten EiweiBmengen zwischen 1,24 und 5,67 g-Proz.: 

fiinfmal 0,01; viermal 0,02; dreimal 0,03; 0,05; zweimal 0,06; 
dreimal 0,07; zweimal 0,08; 0,11; 0,12; 0,15; 0,17; 0,18; 0,19; vierma! 
0,20; 0,21; 0,22; 0,28; 0,29; 0,33; im Mittel also 0,11 g-Proz.; 

im Rahmen der zweiten Serie bei absoluten EiweiBmengen zwischen 
3.02 und 6,75 g-Proz.; 

0; dreimal 0,02; fiinfmal 0,05; zweimal 0,07; fiinfmal 0,08; viermal 
0.10; zweimal 0,12; viermal 0,13; zweimal 0,15; 0,17; 0,18; 0,20; dreimal! 
0,23; 0,23; zweima! 0.25; im Mittel also 0,11 g-Proz. 

Die mittlere -—-Abweichung betrug demzufolge bei dieser neuer 
lichen Priifung von 82 Fallen fiir das GesamteiweiB |. 0,06, von 75 Fallen 
fiir die Ganzsittigungsfraktion -— 0.06. Es wurde also ein noch besseres 
Endergebnis erzielt als in unseren friiheren Vergleichsreihen, was 
wohl der gréBeren technischen Erfahrung zugeschrieben werden darf 

Fiigen wir nun diesen neueren unsere friiheren Resultate an, so 
umfaBt unser derzeitiges statistisches Gesamtmaterial insgesamt 


147 Doppelanalysen des GesamteiweiBes mit einer mittleren —--Ab 
weichung von 0,09 g-Proz. und 140 Doppelanalysen der Ganz 
sittigungsfraktion mit einer mittleren — -Abweichung von -— 0,08 g-Proz 


und steht solcherweise sieben Parallelanalysen Petschacher- Berger 
Schretters mit gleicher Methodik gegeniiber, in denen ,,der Unterschied 
in einigen Fallen den mittleren Wert von 0,12 g-Pkoz. tibertraf 
Wir glauben daher, auf Grund dieses Vergleichs keine Ursache zu haben 
unsere seinerzeitigen Angaben revidieren zu miissen. 

Wenn Petschacher, Berger und Schretter weiter angeben, daB itn 
Rahmen ihres modifizierten Verfahrens nach Cullen-van Slyke infolg: 
ungeniigender Entfernung des Ammonsalzes oder gleichgeordnetet 
Fehlerméglichkeiten Abweichungen zur Beobachtung kommen, die in 
neun Parallelanalysen einer mittleren Fehlabweichung von -}- 0,05 g-Proz 
entsprachen, und im Rahmen der obengenannten Methodik in 17 Pa: 
allelanalysen des GesamteiweiBes eine — -Abweichung von —- 0,04 g-Proz 
in 13 Parallelanalysen der Ganzsittigungsfraktion eine solche vou 

0,03 g-Proz. verzeichnen, so diirfen sie berechtigterweise die Zu 
verlissigkeit dieser Methodik hoch einsetzen, und wir geben gern z| 
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lab ihre Fehlabweichung absolut um die Hialfte kleiner ist als dic 
on uns mit der vereinfachten Wageanalyse an einem allerdings zehnmal 
vroBeren Material gefundene Divergenz. Dieser absolute Unterschied 
ler Ziffern scheint uns jedoch methodisch véllig belanglos, da die 
on uns erreichte Genauigkeit bereits so hochgetrieben ist, daB die 
unzustrebende Genauigkeit tiberboten wird. 

Wird nun schlieBlich noch bedacht, daB die technische Handlich- 
keit der vereinfachten Wageanalyse die der N-Bestimmung im Rahmen 
des modifizierten Cullen-van Slykeschen Verfahrens weitaus iibertrifft 
welches Urteil sich bereits aus der Nebeneinanderstellung beider Ver 
fahren ergibt und wohl nicht naiher ausgefiihrt werden muB, so glauben 
wir berechtigterweise annehmen zu diirfen, daB unsere seinerzeitige 
SchluBfolgerung auch heute ebenso wie damals véllig zu Recht besteht ; 
sie Jautet dahin, daB die vereinfachte Wigeanalyse, da sie einerseits 
em MaB der Zuverlissigkeit bietet, welches die erforderliche Zuver 
lassigkeit iibersteigt und die der N-Analyse in der GréBenordnung 
erreicht, andererseits eine technische Expeditivitat besitzt, welche die 
der gleich zuverlassigen Methoden iibertrifft, derzeit fiir die biologisch 
klinische Serienuntersuchung als Methode der Wahl empfohlen 
werden darf. 


Ill. Der Vergleich des Trennungsvermégens gleichgeordneter NSalzkonzen- 
trationen des Ammonsulfats, Magnesiumsulfats und Natriumsulfats. 


Fiir die Bestimmung der Gerinnungsfraktion kommt diese 
Fragestellung nicht in Betracht, weil einerseits Spontangerinnung 
Rekalzifikation oder Wiarmefillung bei 56° ein besseres Kriterium 
darstellen als die Salzfraktionierung, und andererseits gleicageordnete 
Fallungskonzentrationen, die der 28vol.-proz. Siattigung mit Ammon- 
sulfat entsprechen, fiir Magnesium- und Natriumsulfat unseres Wissens 
bisher nicht zur Priifung und Feststellung kamen. Da weiter auch 
kein Bediirfnis nach einer derartigen Untersuchung und Entscheidung 
besteht, braucht sie vorerst keiner Erérterung und experimentellen 
Priifung zugefiihrt werden. Fiir die Salzfraktionierung der Serum 
eiweiBkérper hingegen wird der Ammonsulfathalbsittigung die Ma 
gnesiumsulfatganzsattigung [Hammarsten')|, seit Pinkus*) und Porges 
Spiro®) auch die Natriumsulfathalbsattigung bei 34° ganz allgemein 
als gleichwertig gegeniibergestellt; die letztere wurde neuerdings von 
Howe*) wieder gepriift und in ihrer Brauchbarkeit bestatigt 


') Hammarsten, Piliigers Arch. 1878 

*) Pinkus, Journ. of Phys. 27. 1901. 

*) Porges und Spiro, Hofmeisters Beitr. 3, 19038. 
4) Howe, Journ. of biol. Chem. 49. 1921. 
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Da aber von allen diesen Untersuchern die Priifung der Fallung- 
wirkung gleichwertiger Konzentrationen dieser verschiedenen Salz: 
an einem Untersuchungsmaterial menschlicher Herkunft niema! 
durchgefiihrt wurde, die erwahnte Korrelation vielmehr  bestenfal| 
aus dem Vergleich einiger Analysen normaler Tierseren abgeleitet! 
in der Folgezeit ohne weitere Nachpriifung tibernommen und in al! 
gemeinster Fassung auch auf das gar nicht untersuchte Verhalte: 
pathologischer Menschenseren tibertragen worden war, sahen wir uns 
seierzeit gezwungen, diesen Vergleich erstmalig durchzufiihren. Wi: 
haben dabei gefunden: 

|. bei Priifung des Magnesiumsulfatganzsattigungseffektes (bei Zinune: 
temperatur) in zw6lf Parallelanalysen pathologischer Menschenseren  ,.1: 
keinem Falle geniigende Ubereinstimmung, dagegen Differenzen bi 
50 Proz., in Anbetracht welcher Resultate auf die weitere Fortfiihrung de: 
Reihe verzichtet wurde"; 

2. bei Priifung des Natriumsulfathalbsattigungseffekts (37°), ..da 
die Fillung ungleichmaBig ablauft, in groBer Abhangigkeit von Temperatw 
und Zeitdauer der Salzeinwirkung zu stehen scheint und fast ausnahmsl.o- 
um vieles geringere EiweiBmengen zur Abscheidung bringt** 

Aus diesem Ergebnis haben wir den SchluB gezogen, daB der 
gleiche Fiallungseffekt von Ammonsulfathalb-, Magnesiumsulfatganz 
und Natriumsulfathalbsattigung iiber 34° zum mindesten fiir patho 
logische Menschenseren keine allgemeine Geltung besitzt und somit 
ein Ersatz der Ammonsulfatfallung durch die beiden anderen Salze 
nicht statthaft erscheint*. 

Gegen diese Auffassung wurde, soweit sie sich auf die Magnesium 
sulfatwirkung bezieht, bisher unseres Wissens nichts vorgebracht 
trotzdem haben wir inzwischen zur eigenen Sicherung denselben Ver 
gleich nochmals an 12 menschlichen Seren durchgefiihrt, die wie in 
unserer ersten Untersuchungsreihe von pathologischen Zustinden 
stammten, bei denen deutliche, wenn auch nicht extreme Veranderunge 
der zirkulierenden EiweiBkérper des Blutes bestanden. 

Die Methodik wurde in der Weise gehandhabt, daB immer je 1 cen 
Serum zuerst mit 2 ccm Wasser, hernach mit 3 ccm einerseits einer gesattigte: 
Ammonsulfat-, andererseits einer gesittigten Magnesiumsulfatlésung ve! 


') Die Gleichwertigkeit der Ammonsulfathalb- mit der Magnesiun 
sulfatganz- und Natriumsulfathalbsattigung (bei 34°) wurde urspriinglic! 
iiberhaupt nur aus dem gleichen kompletten Aussalzungseffekte in isoliert« 
Globulinlésungen abgeleitet, wihrend unmittelbare quantitative Vergleicl- 
bestimmungen im Serum selbst unseres Wissens itiberhaupt nur von How 
durchgefiihrt wurden; seine Analysen beziehen sich auf den Vergleich all: 
drei Salze in je einem normalen Rind-, Schaf- und Pferdeserum; die mit 
geteilten Resultate weichen jedoch bis zu 25 Proz. voneinander ab, und zw 
hinsiehtlich des Effekts aller drei Salze. 
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tzt wurde, worauf in letzterer Mischung feinstgepulvertes Salz so lange 
lost wurde, bis ein ungeléster Bodensatz des Salzes resultierte. Nach 
indestens 12 Stunden bei Zimmertemperatur erfolgte die Filterung durch 
irteste Schleicher-Schiill- (Blauband-) Filter mit immer wasserklarem 
iltrate, welches schlieBlich in abgemessener Menge nach Zusatz gleicher 
leile m/25 Essigsaure im Wasserbad koaguliert und im Rahmen unseret 
Wageanalyse zur Eiweibbestimmung gebracht wurde 


Ms ergaben sich folgende Werte: 


Ammonsulfathalbsattigung in Gramimprozenten: 


1.93 5.09 3,63 4,17 4,77 4.33 4.39 4.75 4.50 4.57 4.52 4.63 


Magnesiumsulfatganzsattigung in ¢ rramumnprozenten : 


6.17 6,91 486 5,15 5.80 488 4.88 5.18 4.8] A558 4.43 4.40 


Differenz in Grammprozenten: 
2.24 1.82 1.23 O98 1,03 0.55 0.49 0.438 O31 0.01) 0.09) 0.23 


Differenz in Prozenten: 


15.4 35,7 33.9 23.58 21.6 12.7 11.2 9.0 6.9 0.2 10 +0 


Wir fanden also in 12 pathologischen Fallen. deren Ammonsulfat 
ganzsattigungsfraktionen zwischen den absoluten Werten 5,09 und 
3.63 g-Proz. lagen, beim Vergleich der Ammonsulfathalb- und Magne 
siumsulfatganzsattigung absolute Differenzen bis 2,24 ¢-Proz. um 
einen Mittelwert von 0,75 g-Proz., relative Differenzen in Prozenten der 
\mmonsulfatganzsattigungsfraktion bis 45.4 Proz., und zwar in der 
Weise, daB einerseits neben groBen Differenzen auch gute Uberein 
stimmung zutage trat. andererseits die Differenzen fast ausschlieBlich 
ein Vorzeichen im Sinne eines geringeren Fallungsvermégens der 
Magnesiumsulfatganzsattigung trugen. Dieses Ergebnis steht also in 
villigem Einklang mit unseren seinerzeitigen Befunden und erlaubt 
mbgesehen von seiner Bedeutung fiir die Methodik, den erneuten Hin 
weis auf unsere eingangs vertretene Anschauung, daB zum mindesten 
unter pathologischen Verhaltnissen Uhergangsfraktionen zwischen den 
Hauptfraktionen bestehen. die in ihrer Zugehérigkeit unter verschiedenen 
Bedingungen wechseln kénnen. 


Hinsichtlich der Wirkung der Ammonsulfat- und Natriumsulfat 
halbsattigung wurde bisher von Arndt und Hainer (1. ¢.) zu unserer Mitteilung 
Stellung genommen und die Frage mit Hilfe des Refraktometers im Rahmen 
der Robertsonschen Methodik ebenfalls geprift. Die Autoren gingen von 
der berechtigten Annahme aus, daB ,.die Brechungsquotienten der Filtrate 
nach Abzug der Restrefraktion und der Verdiinnungsfliissigkeiten bei 
Verwendung des gleichen Serums identisch sein miissen** und teilten nu 
em Versuchsresultat an einem Kalbsserum mit. in welchem diese Forderung 
erfillt wurde, ,.doch ergaben die Messungen an anderen Tierseren prinzipiel! 
lasselbe Resultat**: Arndt und Hafner ziehen daraus die Schlu®folgerung. 
.daB die Natriumsulfataussalzung der Globuline die Ammonsulfatfallung 
uantatitativ zu ersetzen vermag” 
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Wir kénnen jedoch diese SchluBfolgerung in dieser allgemeinen Fassw 
nicht annehmen, da wieder nur normale Tierseren untersucht wurcd: 
und uns tiberdies das beigebrachte zahlenméBige Material nur eines Vi 
suchsergebnisses nicht geniigend beweiskraftig erscheint. Uns schen 
vielmehr das mitgeteilte Ergebnis einstweilen nur den SchluB zuzulass« 
daB in normalen Tierseren, zum mindesten in Einzelfaillen Ubereinstimmur 
zwischen den beiden Aussalzungsarten bestehen kann, eine Auffassung, «i 
wir niemals bestritten haben. Wir haben uns inzwischen selbst vielfa: 
wieder mit der Natriumsulfataussalzung aus theoretischen Griinden beta 
miissen aber bekennen, da®B dadurch unsere Anschauung von der techniscl: 
Schwierigkeit und Unzuverlassigkeit dieses Verfahrens nur bestar! 
wurde; wir sind heute noch nicht einmal soweit, daB wir uns mit Bestimo: 
heit tiber die standardisierte Herstellung einer gesattigten Lésung. «i 
untereinander sicher reproduzierbare Aussalzungsresultate gibt, auBe: 
kénnten, da die Lésung des Salzes bzw. seine Sattigung nicht nur in gar 


auBerordentlichem MaBe von geringen Temperaturschwankungen abhangiy 
ist, sondern auch zum Auflésungsverfahren in Beziehung steht: es is! 


beispielsweise nicht gleichgiiltig, ob man zuerst bei héheren Temperature 
sittigt und nachher bei 37° auskristallisieren laBt, oder ob man nach w 
nach von niederer Temperatur zu 37° aufsteigt und dabei sukzessiv sattig' 
Auf diese Schwierigkeit der Herstellung der standardisierten Salzlésung, voi 
der wir seinerzeit noch gar nichts wubten, wurden wir erst in der letzte: 
Zeit aufmerksam. Wir verzichten daher vorerst auf eine zahlenmaBixs 


Wiedergabe unserer bisherigen Versuchsprotokolle und fassen nur summarise}: 


zusammen, daB wir auch jetzt ebenso wie in unseren friiheren Versuche: 
keine auch nur annahernde Ubereinstimmung mit der Ammonsulfatfalluny 
erzielen konnten, und zwar ausnahmslos im Sinne eines geringeren Fallunc- 
vermégens des Natriumsulfats. 

Wir méchten dabei ausdriicklich betonen, da wir uns wie imme: 
reinster Salze (Merck pro analysi) bedienten und die Natriumsulfatfallung 
in der Weise vornahmen, daB 1 cem Serum zuerst mit 2 cem Wasser versetzt. 
hernach auf 37° vorgewirmt, mit gleich warmer, bei dieser Temperatw: 
gesattigter Natriumsulfatlésung vermischt und nach einiger Zeit unte: 
Paraffin filtriert wurde (alles bei 37°) 

Als Ursache dieses Ergebnisses méchten wir einstweilen vor allem <i: 
wahrscheinliche UngleichmaBigkeit der gesittigten Natriumsulfatlésung 
anschuldigen, obwohl es uns sehr wahrscheinlich erscheint, daB auch ei 
anderer Fallungseffekt als bei der Ammonsulfatfaillung in Betracht gezoge: 
werden muB. Jedenfalls geht in methodischer Hinsicht aber schon au- 
diesen Beobachtungen hervor, daB eine Aussalzungsart, deren exakt: 
Reproduktion auf solche Schwierigkeiten st6Bt, die Grundlage eines 2:1 
verlissig und einfach zu handhabenden quantitativen Verfahrens nic}! 
abgeben kann. 


Wir méchten jedoch noch bemerken, daB wir im Begriff sind 
die ganze Frage der Aussalzungsverfahren und ihrer Gleichwertigke:' 
an einem gréBeren normalen und pathologischen Material menschliche 
Herkunft mit einer uns hierfiir besonders geeignet erscheinende: 
Methode, der Nephelometrie, neuerdings zu priifen. Die Notwendigk: 
hierfiir scheint uns in der groben Bedeutung gegeben, die einer en 
giiltigen Entscheidung in solcher Hinsicht fiir die ganze physikalisc! 
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Chemie der Eiweibkérper und ihre biologisch-klinische Auswertung 
ugesprochen werden mub 

Einstweilen aber diirfen wir daran festhalten. daB eine grund 
italiche Ubereinstimmung der Magnesiumsulfatganz- und Natrium 
sulfathalbsattigung mit der Ammonsulfathalbsittigung nicht nur nicht 
regelmaBig beobachtet wird, sondern zum mindesten bei pathologischem 
Substrat menschlicher Herkunft anscheinend nur in wenigen Fallen 
ur Feststellung gelangt 


IV. Die spezifische Refraktion der Eiweitkérpergruppen des Blutplasmas 
und die Eignung der refraktometrischen Methoden fiir ihre MaBanalyse. 


Wir haben seinerzeit mit Hilfe der Wageanalyse und refraktometrischen 
Differenzbestimmung in 15 nativen Blutplasmen zum ersten Male dic 
spezifische Refraktion der Gerinnungsfraktion, des sogenannten Fibrinogens 
mtersucht und sie zwischen np = 0,00209 bis 0.00131 um einen Mittelwert 
von np 00169 bestimmt. Diese Untersuchungen bereiten einige Schwierig 
keiten, da die refraktometrische Priifung nativen Blutplasmas ziemliche 
technische Anforderungen stellt; dies ist vielleicht auch der Grund, warum 
insere Ergebnisse bisher nicht nachgepriift wurden und solcherweise weder 
Bestatigung noch Widerspruch erfahren haben. Damit entfiele zwar fii 
us derzeit die Nétigung, selbst iiber eine Fortsetzung bzw. Erweiteruny 
inserer damaligen Untersuchungen zu berichten, da wir aber inzwischen 
aus anderen Griinden diese Bestimmung mehrfach wiederholt haben, 
moéchten wir ihr Ergebnis kurz anfiihren. 


Unsere neue Untersuchungsreihe bezieht sich auf acht menschliche 
pathologische Blutplasmen; die Methodik wurde in nativem, d. h. von 
jedem gerinnungsverhindernden Zusatz freiem Substrat in gleicher 
Weise wie seinerzeit durchgefiihrt (J. c.). Das Ergebnis ist in folgender 
Tabelle zusammengestellt : 





der ein dot Cent les Spezifische Refraktion 
Np 0,000 .. g-Proz. up 0,00. 
45 0,23 180 
3 0,20 165 
48 0,33 144 
50 0,39 128 
57 0,46 124 
74 0.60 1253 
al 0,27 111 
74 0,67 110 


Die Betrachtung der Tabelle lehrt, daB unser seinerzeitiges Er 
gebnis diesem neu erhobenen vollig gleicht, die groBe Schwankungs- 
breite der spezifischen Refraktion der Gerinnungsfraktion also als 
vollig gesichert gelten darf. 
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Diese groben Schwankungen der spezifischen Refraktion der Gerinnung 
fraktion, die wir seinerzeit selbst nicht erwartet hatten, bildeten fiir un 
damals den Anlab, auch die spezifische Refraktion der SerumeiweiBkérper 
gruppen, die bis dahin auf Grund unzureichender Priifung als konstar 
angesehen wurde, neuerdings an einem genitigend groBben Material mensc! 
licher Herkunft und unter besonderer Beriicksichtigung pathologisch« 
Zustande, neuerdings zu bestimmen. Auf die bis dahin vorliegenden Unter 
suchungen im solecher Richtung von Reiss, NSchorer,. Rohrer. Robertso: 
Nevhausen und Rioch brauchen wir hier nicht mehr einzugehen, da ihr 
eingehende Erérterung bereits in unserer friiheren Mitteilung gegeben wurd: 
und wir unseren damaligen Ausfiihrungen nichts hinzuzufiigen haben. Wi 
mochten nur zusammenfassen, dali wir in den Vordergrund unserer Kriti! 
einerseits die geringe Zahl der untersuchten Seren, andererseits die meist 
tierische Herkunft derselben stellten. Wir selbst bestimmten mit Hilt 
unserer gravimetrischen Methode die spezifische Refraktion ausnahmslo 
in menschlichen Substraten und bevorzugten dabei die Herkunft vor 
pathologischen Zustanden, bei denen mdglichst groBe Abweichungen de 
physikalisch-chemischen Struktur der zirkulierenden Eiwei®kérper erwartet 
werden konnten. Es wurde bestimmt die spezifische Refraktion: 

1. des CGesamtserumeiweiBes in 69 Seren; 


2. der Ammonsulfathalbsattigungsfraktion in 20 Seren im = Loésung- 
gemisch, in 7 Seren in isolierter Fraktion; 

3. der Ammonsulfatganzsattigungsfraktion in 23 Seren im Loésungs 
vemisch, in 6 Seren in isolierter Fraktion. 

Ks wurde gefunden eine spezifische Refraktion: 

1. des GesamtserumeiweiBes von np 0.00177 bis 0.00258 um einer 
Mittelwert von my; 0,001 96; 

2. der Ammonsulfathalbsattigungsfraktion im Lésungsgemisch voi 
“Dp 0.00126 bis 0,00493 um einen Mittelwert von np 0.00254. u 
isolierter Fraktion von np 0.00214 bis 0.00312 um einen Mittelwert 
von Mp 0,002 65: 

3. der Ammonsulfatganzsattigungsfraktion im Lésungsgemisch  \ 
My 0,00108 bis 0,00291 um einen Mittelwert von np O.00OLS87T. 1 
solierter Fraktion von yp 0.00137 bis 0.00204 um einen Mittelwert 
von np 0,001 66. 

Die mittlere Fehlabweichung der Bestimmung betrug fiir das Gesamit 
serumeiweiBes -—- 0.00005, fiir die Ammonsulfathalbsattigungsfraktio 

0,000 10 bei Bestimmung im Lésungsgemisch, +- 0,00005 bei Bestimmuny 

in isolierter Fraktion, fiir die Ammonsulfatganzsattigungsfraktion 0.00004 
byw. O.00005., 


Aus diesem Ergebnis wurde gefolgert : 


1. daB jede einzelne Eiweibkérpergruppe zum mindesten unte 
pathologischen Bedingungen eingreifenden konstitutiv-chemischen Ver 
anderungen unterliegen mub: 


2. daB die refraktometrische EKiweiBbestimmung als maBanalytisc! 


Methode nicht mehr gelten kénne, da ihre Grundlage, die Einheitlichke: 
und Konstanz der spezifischen Refraktion, keine allgemeine Geltung 
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besitzt. Die leiztere SchluBfolgerung wurde schlieBlich durch das 
Ergebnis ausgedehnter Vergleichsbestimmungen mit Hilfe der Wage 
und Refraktometeranalyse nach Robertson (Berger-Petschacher) in jeder 
Hinsicht bestatigt und daher diese Methode sowie das Verfahren von 
Reiss und Rohrer abgelehnt. 


Zu diesen Ergebnissen, die um des spateren Verstindnisses willen 
kurz zusammengefabt werden muBten, wurde nun inzwischen einerseits 
von Arndt und Hafner (1. c.), andererseits von Petschacher- Berger und 
Schretter (1. ¢.) sowie von Schretter') Stellung genommen 


Arndt und Hafner sagten: ..W. Starlinger und K. Hartl geben Zahlen 
fiir die spezifische GesamteiweiBrefraktion, die, wenn sie zutreffen, nicht 
nur fir die Methodik, sondern auch fiir Physiologie und Pathologie von 
hoher Bedeutung sind.’ Die Bestimmung der spezifischen Refraktion des 
Gesamtserumeiweibes, welche die Autoren zur Nachpriifung durchfiihrten, 
ergab in 21 menschlichen Seren im Lésungsgemisch n/p O.001L81 bis 
0.00238, .somit eine Variationsbreite von 0.00057 oder rund ein Viertel 
des Mittelwertes**. Stellt man nun diese Zahlen unseren Zahlen gegeniiber, 
die zwischen np 0.00177 bis 00258 lagen und somit eine Variationsbreite 
von 0,0079 oder rund zwei Fiinftel des Mittelwertes aufwiesen, bedenkt 
man ferner, dab sich unsere Befunde auf ein dreimal gréBeres und ausgesucht 
pathologisches Untersuchungsmaterial beziehen, mithin also bereits nach 
dem Gesetz der Wahrscheinlichkeit eine gréBere Ausschlagsschwankung 
erwarten lassen, so mu man sich fragen, warum Arndt und Hafner in ihrem 
Ergebnis nicht nur keine Bestaétigung unserer Befunde erblicken, sondern 
nach einer Erérterung iiber die ,,Variabilitaét als ganz allgemeine Eigenschaft 
der organisierten Welt** und iiber die ..Streuung des Corneadurchmessers“, 
die noch fiinfmal gréBer als die der spezifischen Refraktion des Gesamt 
serumeiweibes sei, als ..praktisches* Ergebnis feststellen: ,,daB die refrakto- 
metrische EiweiBbestimmungsmethode, wo keine gréBere Genauigkeit 
als 0,3 bis 0,5 g-Proz. verlangt wird, in den meisten Fallen. weitaus geniigend 
genaue Resultate liefert’*; welches .,.Ergebais die Ergebnisse von Berger 
und Petschacher bestatigt**. Wir miissen gestehen,. dal wir dieser Schlub- 
fihrung nicht folgen kénnen, sondern in den Befunden der beiden Autoren 
entsprechend der obigen Gegeniiberstellung ein grundsitzlich gleiches 
Ergebnis, wie es unsere eigenen Untersuchungen erbrachten, erblicken, 
und dieses im Sinne des neuerlichen Nachweises einer groBen Schwankungs 
breite der spezifischen Refraktion des Gesamtserumeiweibes deuten miissen 
SchlieBlich miissen wir feststellen, da8 auch die Bewertung der ,,praktischen”™ 
Brauchbarkeit mit den eigenen Angaben der Autoren nicht in Einklang 
gebracht werden kann, da sich wesentlich gréBere Abweichungen der be- 
rechneten EiweiBmengen ergeben, wenn man die Grenzwerte der gefundenen 
spezifischen Refraktionen zugrunde legt. 

Reisniel. Die gefundene Gesamtserumeiweibretfraktion bet rave 
np 0,01500, woraus sich bei Verwendung der Arndt-Hajnerschen Grenz 
werte der spezifischen Refraktion EiweiBwerte von 8,29 und 6,30 ¢-Proz., 
hei Verwendung unserer Grenzwerte 8.47 und 5,81 g-Proz., als Differenzen 


mithin im ersten Falle 1.99, im zweiten Falle 2,66 ¢-Proz. ergeben, oder 


1) Schretter, diese Zeitschr. 177, 335, 1926. 
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Diese groben Schwankungen der spezifischen Retraktion der Gerinnung 
fraktion, die wir seinerzeit selbst nicht erwartet hatten, bildeten fiir un 
damals den Anlab, auch die spezifische Refraktion der SerumeiweiBkérper 
gruppen, die bis dahin auf Grund unzureichender Priifung als konstan: 
angesehen wurde, neuerdings an einem geniigend groBen Material mensch 
licher Herkunft und unter besonderer Beriicksichtigung pathologisch: 
Zustande, neuerdings zu bestimmen. Auf die bis dahin vorliegenden Unter 
suchungen in solecher Richtung von Reiss, Schorer, Rohrer, Robertso: 
Neuhausen und Rioch brauchen wir hier nicht mehr einzugehen, da ihr 
eingehende Erérterung bereits in unserer friiheren Mitteilung gegeben wurd: 
und wir unseren damaligen Ausfiihrungen nichts hinzuzufiigen haben. Wir 
mochten nur zusammentfassen, dai wir in den Vordergrund unserer Kritik 
cinerseits die geringe Zahl der untersuchten Seren, andererseits die meisi 
tierische Herkunft derselben stellten. Wir se‘bst bestimmten mit Hilf: 
unserer gravimetrischen Methode die spezifische Refraktion ausnahmslo 
in menschlichen Substraten und bevorzugten dabei die Herkunft vor 
pathologischen Zustinden, bei denen méglichst groBe Abweichungen de 
physikalisch-chemischen Struktur der zirkulierenden EiweiBkérper erwartet 
werden konnten. Es wurde bestimmt die spezifische Refraktion: 






















1. des Gesamtserumeiweibes in 69 Seren; 









2. der Ammonsulfathalbsattigungsfraktion in 20 Seren im Losungs 


gemisch, in 7 Seren in isolierter Fraktion: 







» 


3. der Ammonsulfatganzsattigungsfraktion in 23 Seren im Lésungs 
vemisch, in 6 Seren in isolierter Fraktion. 







Ks wurde gefunden eine spezifische Refraktion: 





1. des GesamtserumeiweiBes von 1; 0.00177 
Mittelwert von “yp 0,001 96; 


ys O.00258 um eine 







2. der Ammonsulfathalbsattigungsfraktion im Lésungsgemisch vor 








Mp 0.00126 bis 0,00493 um einen Mittelwert von np 0,002 54, 
isolierter Fraktion von np 0.00214 bis 0,00312 um einen Mittelwert 
von np 0,002 65: 






3. der Ammonsulfatganzsattigungsfraktion im Lésungsgemisch  \ 
mp 0.00108 bis 0,00291 um einen Mittelwert von np O.OLS8T. 1 
solierter Fraktion von yp 0.00137 bis 0.00204 um einen Mittelwert 
von np 0,001 66. 








Die mittlere Fehlabweichung der Bestimmung betrug fiir das CGesamit 

serumeiweiBes — 0.00005, fiir die Ammonsulfathalbsattigungsfraktior 

0,000 10 bei Bestimmung im Lésungsgemisch, + 0.00005 bei Bestimmune 

in isolierter Fraktion, fiir die Ammonsulfatganzsattigungsfraktion 0,000.06 
baw. 0.00005, 















Aus diesem Ergebnis wurde gefolgert : 


1. daB jede einzelne Eiweibkérpergruppe zum mindesten unte 





pathologischen Bedingungen eingreifenden konstitutiv-chemischen Ver 






anderungen unterliegen mub: 






2. daB die refraktometrische EiweiBbestimmung als maBanalytisc! 


Methode nicht mehr gelten kénne, da ihre Grundlage, die Einheitlichke! 
und Konstanz der spezifischen Refraktion, keine allgemeine Geltung 
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besitzt. Die leiztere SchluBfolgerung wurde schlieBlich durch das 
Ergebnis ausgedehnter Vergleichsbestimmungen mit Hilfe der Wage- 
und Refraktometeranalyse nach Robertson (Berger-Petschacher) in jeder 
Hinsicht bestatigt und daher diese Methode sowie das Verfahren von 
Reiss und Rohrer abgelehnt. 

Zu diesen Ergebnissen, die um des spiteren Verstindnisses willen 
kurz zusammengefaBt werden muBten, wurde nun inzwischen einerseits 
von Arndt und Hafner (|. c.), andererseits von Petschacher- Berger und 
Schretter (\. ¢.) sowie von Schretter') Stellung genommen 


Arndt und Hafner sagten: ..W. Starlinger und K. Hartl geben Zahlen 
fur die spezifische Gesamteiweibrefraktion, die, wenn sie zutreffen, nicht 
nur fiir die Methodik, sondern auch fiir Physiologie und Pathologie von 
hoher Bedeutung sind.** Die Bestimmung der spezifischen Refraktion des 
Gesamtserumeiweibes, welche die Autoren zur Nachpriifung durchfiihrten, 
ergab in 21 menschlichen Seren im Lésungsgemisch np 0.00181 bis 
0.00238, .somit eine Variationsbreite von 0,00057 oder rund ein Viertel 
des Mittelwertes**. Stellt man nun diese Zahlen unseren Zahlen gegeniiber. 
die zwischen np 0.00177 bis 00258 lagen und somit eine Variationsbreite 
von 0,0079 oder rund zwei Fiinftel des Mittelwertes aufwiesen, bedenkt 
man ferner, dab sich unsere Befunde auf ein dreimal gréBeres und ausgesucht 
pathologisches Untersuchungsmaterial beziehen, mithin also bereits nach 
dem Gesetz der Wahrscheinlichkeit eine gréBere Ausschlagssehwankung 
erwarten lassen, so muB man sich fragen, warum Arndt und Ha/ner in ihrem 
Ergebnis nicht nur keine Bestatigung unserer Befunde erblicken, sondern 
nach einer Erérterung tiber die ,,Variabilitat als ganz allgemeine Eigenschaft 
der organisierten Welt** und iiber die ,,Streuung des Corneadurchmessers**, 
die noch fiinfmal gréBer als die der spezifischen Refraktion des Gesamt 
serumeiweibes sei, als ,,praktisches Ergebnis feststellen: ,,daB die refrakto- 
metrische EiweiBbestinmungsmethode, wo keine gréBere Genauigkeit 
als 0,3 bis 0,5 g-Proz. verlangt wird, in den meisten Fallen weitaus geniigend 
genaue Resultate liefert**; welches .,Ergebnis die Ergebnisse von Berger 
und Petschacher bestitigt**. Wir miissen gestehen, da wir dieser Schlub- 
fiihrung nicht folgen kénnen, sondern in den Befunden der beiden Autoren 
entsprechend der obigen Gegeniiberstellung ein grundsitzlich gleiches 
Ergebnis, wie es unsere eigenen Untersuchungen erbrachten, erblicken, 
und dieses im Sinne des neuerlichen Nachweises einer groBen Schwankungs 
breite der spezifischen Refraktion des Gesamtserumeiweibes deuten miissen 
SchlieBlich miissen wir feststellen, da8 auch die Bewertung der ,,praktischen* 
Brauchbarkeit mit den eigenen Angaben der Autoren nicht in Einklang 
gebracht werden kann, da sich wesentlich gréBere Abweichungen der be- 
rechneten EiweiBmengen ergeben, wenn man die Grenzwerte der gefundenen 
spezifischen Refraktionen zugrunde legt. 

Beispiel. Die gefundene GesamtserumeiweiBrefraktion —betrage 
np 0.01500, woraus sich bei Verwendung der Arndt-Hajnerschen Grenz 
werte der spezifischen Refraktion EiweiBwerte von 8,29 und 6,30 ¢-Proz., 
bei Verwendung unserer Grenzwerte 8.47 und 5,81 g-Proz., als Differenzen 
mithin im ersten Falle 1,99, im zweiten Falle 2,66 ¢-Proz. ergeben, oder 


1) Schretter, diese Zeitschr. 177, 335, 1926. 


Biochemische Zeitschr ft Band 183. Is 
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in Prozenten der beiden Mittelwerte 7.29 bzw. 7,14 ¢-Proz. ausgedriic| 
rund 27 bzw. 37 Proz. betragen. 

Was weiter die spezifische Refraktion der beiden Haupteiweibgrup)) 
allein anlangt, sagen Arndt und Ha/jner: ,,Starlinger und Haril haben w 
zum ersten Male bei ihren methodischen Untersuchungen mit vollem Na 
druck auf die Inkonstanz der Brechungsanteile (pro Gramm) der Albumin: 
und Globuline hingewiesen. Und in der Tat scheint dies, soweit uns bis jet 
unser Untersuchungsmaterial ein Urteil hieriiber gestattet, der Fall 
sein.” Arndt und Hafner fanden mit ihrer Methodik (Natriumsulfa: 
fraktionierung und Stickstoffbestimmung) im Lésungsgemisch als ,,besond 
extreme Werte‘ fiir menschliches Albumin np 0,00148 bis 0,002 12, fii 
Globulin np 0,001 94 bis 0,00307; bei Tieren ergaben sich noch gréber 
Unterschiede, z. B. beim Rind (die angegebenen Werte sind hier woh)! 
infolge eines Druckfehlers vertauscht ?) fiir Albumin np O,00LIS8 (a 
gegeben 0,00287), fiir Globulin np 0.00287 (angegeben 0,001 18). Di 
Anzahl der Untersuchungen und Mittelwerte sind leider nicht naher an 
gefiihrt. Es kann also gesagt werden, daB auch hier ein grundsatziicl 
gleiches Ergebnis wie von uns verzeichnet wurde. 

Nach dieser Erérterung der Mitteilung Arndt und Hajners kommen wii 
zur Besprechung der Angaben Petschacher, Berger und NSchretters. welc! 
Autoren 31 menschliche pathologische Seren und sieben normale Kaninchen 
seren vergleichend untersuchten und sich dabei der Ammonsulfat 
fraktionierung und ihrer modifizierten Methode von Cullen-van Slyke bx 
dienten. Dabei ergaben sich Werte der spezifischen Refraktion der Armmon 
sulfatganzsittigungsgruppe von np = 0,00174 bis 0,00220 um einen Mitte! 
wert von np 0,00192 beim Menschen, von np 0,00171 bis 0,001 98 
um einen Mittelwert von np = 0,00179 beim Kaninchen, der Ammonsulfat 
halbsattigungsgruppe von np = 0,00171 bis 0,00245 um einen Mittelwert 
von np 0,00205 heim Menschen, von np 0,001 84 his 0,002 26 um einen 
Mittelwert von np = 0,00209 beim Kaninchen. Weiter bestimmten si 
bei 15 pathologischen Menschen mit dem zweiten Hilfsprisma die Refraktion 
unmittelbar in jenem Eiwei$-Ammonsulfatgemisch, welches fiir die 
Kjeldahibestimmung verwendet wurde, und fanden eine spezifische Re- 
fraktion des Albumins mit np = 0,00168 bis 0,00246 um einen Mittelwert 
von np 0.00207 und gegensitzlich in 16 pathologischen Fallen, in denen 
der EiweiBgehalt aus der iiberstehenden Fliissigkeit, welche bei der Robertson- 
methode zur Ermittlung der Albuminrefraktion Verwendung fand, ermitte!t 
wurde, eine solche von np 0,00176 bis 0,00234 um einen Mittelwert 
von np 0,00176. Das Ergebnis wurde von den Autoren so zusammen- 
gefaBt, ,,daB sich tatsichlich kein einheitliches Verhalten des spezifischen 
Brechungszuwachses fiir Albumin und Globulin ergibt“, weiter aber ent- 
gegen den oben mitgeteilten klaren experimentellen Befunden, welche wir 
als grundsitzliche Bestaétigung unseres Ergebnisses auffassen diirfen, sg 
folgert, ,,daB sich aus den bisherigen Untersuchungen nicht der Nachweis 
erbringen laBt, ob der spezifische Brechungszuwachs tatsichlich so grole 
Schwankungen aufweist, oder ob dieses Verhalten nur vorgetéuscht wird”. 
und zwar infolge verschiedener technischer Schwierigkeiten und Bedenken, 
die im Original nachgelesen werden miissen. 

Der Vergleich der von den Autoren mitgeteilten Versuchsanalys: 
ergab nun im Gegensatz zu unseren friiheren Befunden, die entsprechen: 
den groBen Schwankungen der spezifischen Refraktion auch groBe Ab 
weichungen zwischen Gravimetrie und Robertsonmethode ergeben hatte: 
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wischen Kjeldahlwerten und Robertson trotz der eben wiedergegebenen, mit 


ler gleichen Methode gefundenen groBen Streuung der spezifischen Re- 
fraktion eine viel kleinere Abweichung. Zusammenfassend beziehen sich 
lie Autoren selbst auf diese ,,interessante Tatsache“, ,,wieso trotz der auch 
in ihren Untersuchungen ziemlich weitgehenden Schwankungen des be- 
rechneten spezitischen Brechungszuwachses die Robertsonsche Methode 
verhaltnismaBig gute Resultate ergibt’*. Wir kénnen demgegeniiber nicht 
vut die Bemerkung verzichten, daB es uns unverstindlich scheint, wie eine 
quantitative Methode, deren Grundlage in der Konstanz eines Umrechnungs- 
faktors (der spezifischen Refraktion) gegeben ist, nach Angabe der Autoren 
praktische Resultate mit einer Schwankung von 10 Proz. vermitteln soll, 
wenn der als konstant angesetzte Umrechnungsfaktor zwischen Zahlen 
schwankt, die nach Angabe derselben Autoren bis zu 25 Proz., nach Angaben 
von Arndt und Hajner bis zu 30 Proz., nach unseren seinerzeitigen Angaben 
in noch gréBerem AusmaBe differieren kénnen. Zur experimentellen Be- 
uteilung der Leistungsfahigkeit der Robertsonmethode méchten wir 
schlieBlich noch auf eine jiingst erschienene sorgfaltige Arbeit von Schoch') 
aus der Klinik Naegeli verweisen, derzufolge sich zwischen der Stickstoff- 
bestimmung und Robertsonbestimmung des CGesamteiweibwertes (Stick- 
stoffbestimmungen der Fraktionen wurden leider nicht durchgefiihrt) 
Differenzen bis 2,82 g-Proz. beobachten lieBen, welche GréBenordnung der 
maximalen Abweichung auch von uns bei Verwendung der Wageanalyse 
seinerzeit gefunden wurde. 


Schretter schlieBlich fiihrte die Untersuchungen Petschacher, Berger 
und Schretters unter Beriicksichtigung der spezifischen Refraktion sowohl 
des GesamteiweiBes als auch der der beiden Einzelfraktionen weiter, als 
Beitrag zu der durch die Arbeiten von Starlinger und Hartl neuerdings 
zur Diskussion gestellten und bisher gewiB noch nicht geniigend unter- 
suchten Frage nach der Variabilitét des spezifischen Brechungszuwachses 
der EiweiBkérper des Blutserums unter pathologischen Bedingungen“. 
Die spezifische Refraktion des Gesamteiweibgehalts wurde mit der von 
Arndt und Hajner in Anwendung gebrachten Methodik an neun pathe- 
logischen Menschenseren bestimmt, bei denen eine ,,starkere Vermeh- 
rung oder Verminderung des GesamteiweiBspiegels oder Hyperglobulin- 
amie nicht nachweisbar war‘. Es ergaben sich Werte zwischen np = 0,00196 
bis 0,00211 um einen Mittelwert von np 0,00202. Uberdies wurden aus 
der vorausgehenden Arbeit von Petschacher, Berger und Schretter die dort 
nicht zusammengestellten spezifischen Refraktion des GesamteiweiBes von 
32 pathologischen Menschen iibernommen und mit np = 0,00183 bis 
0.00215 um einen Mittelwert von np = 0,00197 angegeben, desgleichen 
aus einer friiheren Arbeit Berger und Galehrs, bei der aus anderen Griinden 
neben der refraktometrischen auch die Kjeldahlanalyse ausgefiihrt worden 
war, die entsprechenden Werte aus einer Reihe von 47 pathologischen 
Menschenseren berechnet und mit np = 0,00179 bis 0,00228 um einen 
Mittelwert von np 0,00201 beziffert. SchlieBlich wurde auch noch auf 
frilhere Untersuchungen an normalen und pathologischen Kaninchen 
zuriickgegriffen und bei ersteren (7 Fille) eine Schwankungsbreite 
von np = 0,00184 bis 0,00201, bei den letzteren (23 Falle von Berger 
und Galehr) eine solche von np 0.00176 bis 0.00216 nachtraglich he 
rechnet. 


') A. Schoch, Schweiz. med. Wochenschr. 42, 1926. 
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In Fortsetzung dieser Untersuchungen an den gleichen neun Sere: 
wurde die spezifische Refraktion der Halb- und Ganzsattigungsfraktio 


bestimmt, und zwar einerseits in isolierter Frakticn mit np 0,001 72 bis 
0,002 12 fiir Albumin, mit mp = 0,00188 bis 0,002 34 fiir Globulin!) anderey 
seits nm Lésungsgemisch mit np 0.00156 bis 0.00229 fiir Albumin, mit 
np = 0.00174 bis 0,003 60 fiir Globulin?). Aus diesen Befunden wird nun 


nach Erérterung aller nur méglichen technischen Fehlerquellen, welche di: 
gefundenen Schwankungen irgendwie verkleinern kénnten*).  gefolgert 
daB ,,trotzdem Schwankungen iibrigbleiben, die man als reelle Unterschied: 
bezeichnen”™ kénne. Statt aber nun in Anbetracht dieser trotz des kleine: 
und nicht extrem pathologischen Materials gefundenen groBen Differenzen, 
die unsere Befunde grundsatzlich bestatigen, dieses riickhaltslos zuzugeben 
wird in der weiteren Erérterung immer wieder auf die groBbe technisch« 
Fehlerméglichkeit hingewiesen, die vielleicht doch die ganze Schwankungs 
breite erklaren kénnte, trotzdem kurz vorher diese Méglichkeit unbedingt 
vom Autor selbst zahlenmaBig ausgeschlossen werden konnte. Und schliel 
lich wird auf Grund der Naherung der Mittelwerte, die von allen Autore: 
auch von uns gefunden worden war, fiir die vorliegende Fragestellung abe: 
verstindlicherweise gar nichts besagt, das Ergebnis in der Weise resiimiert 
daB die erhobenen Befunde ,,in methodischer Hinsicht gegeniiber Starlinge, 
und Hartl die Grundlagen der Robertsonschen Methode und die Angabe: 
von Berger und Petschacher, Arndt und Hajner, Petschacher, Berger wn 
Schretter tiber die Brauchbarkeit dieser Methode bestatigen’*. Einer solche: 
SchluBfiihrung kénnen wir nichts erwidern. 


Zusammenfassend glauben wir also auf Grund dieser Gegeniiber 
stellung der von uns und den nachpriifenden Autoren gefundenen 


') Die in ,,eingeengten“ und ,,nicht eingeengten** Lésungen erhaltene: 
Resultate wurden von uns zusammengezogen und die Extremwerte einander 
gegeniibergestellt. 

2) Wobei die eben angefiihrten Extremwerte mit aufgenommen wurden, 
von denen der Autor sagt, .,es diirften wohl Fehlbestimmungen vorliegen* 
mit der Begriindung, diese Werte waren ,,abnorm hoch bzw. abnorn 
niedrig’*, dabei aber ausdriicklich angibt, .,iiber den Mechanismus diese: 
Fehlbestimmungen vorderhand nichts Bestimmtes aussagen zu kénnen 
Die Tatsache allein, daB diese Werte aus der Reihe der anderen Bestimmungen, 
deren Zahl ja nur sieben betrug, .,herausfallen“, scheint uns aber nicht 
geniigend zu begriinden, regelrecht erhobene Befunde zu vernachlassigen, 
denn unter solchen Bedingungen hatten wir in unserer seinerzeitigen Unte1 
suchungsreihe einige unserer Werte, die uns ebenfalls recht hoch erschienen. 
und die von den hier angefiihrten Autoren mit (!) bezeichnet werden, 
ebenfalls als Fehlbestimmung auffassen diirfen. Wir haben daher auch 
die hohen Werte Schretters angefiihrt. 

3) Dazu méchten wir nebenbei bemerken, daB, wenn die technische: 
Fehlerquellen in der Tat ein solches AusmaB erlangen, dab sie Schwankung- 
breiten der spezifischen Refraktion obenerwihnter GréBenordnung |b» 
dingen, was wir allerdings unbedingt ablehnen miissen, in diesem Falle all: 
refraktometrischen Verfahren verstaéndlicherweise von vornherein gericht: 
waren. Denn die gleichen Fehlerquellen kommen verstandlicherweis 
auch fiir das einfache MaBverfahren auf refraktometrischer Grundlage 


Betracht. 
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Resultate sagen zu diirfen, daB unsere Angaben, soweit sie sich auf 
die experimentellen Daten beziehen, grundsatzliche Bestatigung er- 
fahren haben. Mit den von manchen Autoren aus diesen experimentellen 


Befunden gezogenen Schliissen aber kénnen wir uns nicht auseinander- 
setzen, da sie diesen Befunden nach den allgemeinen Gesetzen der 
SchluBfiihrung nicht entsprechen. 

Trotzdem wir also an sich keine Veranlassung hatten, unsere 
seinerzeitigen Untersuchungen selbst nochmals zu wiederholen, haben 
wir uns dazu doch entschlossen, und zwar aus folgendem Grunde: 
es ist uns bei Betrachtung aller bisherigen Ergebnisse aufgefallen, 
daB die gr6éBten Schwankungen von den Autoren beobachtet wurden, 
die mit Substraten arbeiteten, welche von méglichst schweren patho- 
logischen Zustanden stammten. Wir haben uns daher die Frage vor- 
gelegt, ob wir nicht vielleicht selbst bei einem ausgesuchten gegen- 
teiligen Material eine wesentlich geringere Schwankungsbreite fest- 
stellen wiirden, und haben in solchem Sinne die nachfolgenden Unter- 
suchungen an 39 menschlichen Seren durchgefiihrt, die von Zustanden 
stammten, bei denen schwerere Verinderungen der zirkulierenden 
KiweiBkérper nicht angenommen werden konnten. 

Die Bestimmung erfolgte im Lésungsgemisch im Rahmen der 
seinerzeit eingehaltenen Methodik'), jedoch fast ausschlieBlich in 
Doppelbestimmungen in dem Sinne, daB nicht nur die Refraktion 
der verdiinnten Ammonsulfatlésung und des verdiinnten Serum. 
Ammonsulfatgemisches zweimal bestimmt, sondern das ganze Lésungs- 
gemisch jeweils doppelt angesetzt wurde. Auf die Doppelbestimmung 
des Vollserums und der Restrefraktion haben wir verzichtet, weil bei 
ihr Abweichungen auBerordentlich gering sind, jedenfalls das End- 
resultat nicht merkbar beeinflussen kénnen, wie wir schon seinerzeit 
experimentell nachweisen konnten. 

Die Differenzen der viertelgesittigten Ammonsulfatverdiinnungen 
betrugen in 20 Fallen (nur 20, weil wir an jedem Tage zwei Seren 
gleichzeitig untersuchten und dadurch eine Doppelbestimmung er- 
sparten) viermal 0 0, neunmal 0,1, sechsmal 0.2, einmal 2,2 Skalenteile. 

Die Differenzen der verdiinnten zentrifugierten Ammonsulfat- 
Serummischungen betrugen bei absoluten Grenzwerten zwischen 
71.9 und 78.5 Skalenteilen in 38 Fallen: 0.0, zwanzigmal 0.1, elfmal 
0.2, fiinfmal 0.3, einmal 0.5 Skalenteile. 

Ebenso wurden auch alle gravimetrischen EiweiBbestimmungen in 
Doppelanalysen mit dem Ergebnis der von uns vertretenen Fehler- 
gréBe ausgefiihrt. 

Das Resultat ist in folgender Tabelle zusammengestellt. 


') Diese Zeitschr. 160, 130, 1925, 
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Refraktion Spezifische Refraktion 
Ne |“Geeas AWE AGE Come ate) ae Comm) ane acu 
MD 00. g*Proz g-Proz. g-Proz 0,00 
1 1291 O381 0910 7.08 1.98 5.10 182 192 179 
0381 0910 7,03 2.00 5,03 184 191 18] 
2 1443 0497 0946 7,63 2.40 5,23 189 207 185 
0457 0986 7.48 | 230 | 518 192 199 184 
3 1269 O181 LOSS 6,53 0.83 5,70 194 J18 191 
O161 1108 6.60 0.70 5.90 192 23) 186 
4 1582. 0692 = 0890 8.25 350 | 4.75 192 198 187 
0610 0972 8.13 3,13 5,00 197 195 194 
5 1414 0556 0858 7,60 290 4,70 186 192 183 
0568 0846 7,78 3.00 | 478 182 189 177 
6 1190 0660 0530 6,28 3,28 3,00 190 201 177 
0644 0546 655 339 3,25 182 195 166 
7 1044 0474 0570 5,55 2.30 3.25 188 206 175 
0592 0542 5.48 | 238 | 3,10 192 211 175 
8 | 1323 0361 0962 7,30 | 1,58 | 5,72 181 228 168 
0333 0990 7,43 1,53 5,90 178 218 168 
y 1175 «©0233 0944 6,13 1,13 5,00 192 206 189 
0183 0992 6.00 0.87 5.13 196 210 193 
10 | 1449 | 0682 0767 7.58 | 4,00 3.58 192 170 214 
0731 0718 7,40 3,82 3,58 196 191 201 
1 13388 = (0770 05687038 4,038 8,00 190 191 189 
12, 1237 = 08010436 6,85 3,80 | 3,05 181 211 143 
0810 0424 693 4,00 | 293 179 203 144 
13 1228) (0573 650 6,35 2,95 3,40 192 194 191 
0585 0638 6,25 2,72 3,53 195 201 181 
14) 1261 0231-1030 5,938 1,00 4,98 229 231 209 
0203 1058 5,78 0,90 4.08 219 226 217 
15 1233) 0283) 0950 6.70 145 | 5.25 184 195 182 
0267 0966 6,68 1,38 5,30 184 193 182 
16 1294 (0264 1030 6,93 1,23 5,70 187 214 181 
0236 «61058 «= «6,90 —ss1,12 = s5,78 188 P11 183 
17 1468 0282 1186 7,75 1,43 6,32 SY 197 188 
0298 1170 7,83 153 6.30 187 195 186 
LS 1354 0734 0620 6.58 3.50 3.08 206 210 0] 
0750 0604 6.75 3.65 3,10 201 205 195 
19 1384 0656 0728 7.3) 3.00 4.30 190 219 169 
0684 0700 7,23 3.03 4,20 191 226 167 
20 | 1654 0348 1306 845 1,70 6,75 196 205 193 
0992 1262 842 189 653 196 207 193 
21 1559 0283 1276 7,63 1.33 6.30 204 213 202 
0309 = 1250 7,70 1.36 6,35 202 298 197 
22 1610 0372 1238 8,48 1,90 6,58 189 196 188 
0404 = 1206 8,60 2.07 6,53 188 195 184 
23 | 1422 0374 1048 7,70 187 5,83 185 200) 179 
0398 1024 7.75 2.05 5.70 183 194 180) 
24 1232 0586 0646 6,20 3,18 3.02 199 203 184 
0602 0630 6.45 3.20 3.25 191 194 18S 
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Refraktion Spezifische Retraktion 


Gesamt> Gesamt . Gesamt> : ac 
Ne. | ciweig | ALF. AGE. "SS ALF. AGF. “Sete” AIF AGI 


"yD 0,0 g-Proz. geProz Ny 0.00 


1463 0403 L060 2.12 5. 199 
0375 LOSS A! 2 Y: 5.7 194 
1516 0900 0616 , . 3,18 2) 
0928 OQDS8S8 WN 7 3. 19S 
1619 0427 1192 ot 2, A 2N3 
0439 1180 . 2,2: by 197 
1501 O711 0790 if 3D! : 203 
0699 OS02 7 3 28 200 
0747 0754 4! 3.67 3, : 203 
0733 0766 pe 3.6 202 
0597 0688 , 3.8: 188 
0609 0676 7 3,68 1%) 
0323 O918 b, 5,13 219 
0297 0934 i, 0,2 208 
0233 1266 
0238 1250 
0707 0730 
0695 0742 
0634 OS68 r 3,28 ! 194 
0666 OS36 . 33 bi 148 
0440 L084 8. Bl 5.68 ISS 
0428 1096 8.1! 2.25 5,! 100 
0383 | 
O399 1 
0484 1048 . 2. 5 ) 220) 161 
O500 1032 y 2 2: , 224 161 
0356 1114 7 78 }. 20) 186 
0340 1130 i i, ). 88 198 186 
O394 1070 7 8 5.8! 190 ‘ 184 
O387 LOS6 , ( 5,7 196 21: 191 


38 4: Y: a ; 198 
2° 7 198 


l 
! 


Es wurden also bei 39 (darunter 38 vollstandigen Doppel-) Be- 
stimmungen folgende Einzelmittelwerte der spezifischen Refraktion 
gefunden : 

Fir das Gesamteiweil np 0.00 . 

224 203.5 203 200 196 195 
193,! 193.5 193.5 193 193 191 
193.5 193.5 193.5 193 193 191 
188.5 188.5 188 188 188 187.5 
185.5 184 184 184 183 L8O 


um einen Gesamtmittelwert von 190.6. 
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Fiir die Halbsattigungsfraktion nj 0.00... 
227,5 22% 225 220 216 215 213.5 
208 207.! 206.5 206 203 202,5 201,5 
199 199.5 198 197,5 197 196.5 196.5 
195.5 194 192 191.5 191 190.5 189 189 
um eimen Gesamtmittelwert von 195,4. 


Fiir die Ganzsattigungsfraktion nj, O00... 
213 207.5 199.5 198 197.5 193 192.5 191.5 191,5 
190 190 189.5 189 188.5 187.5 187 186.5 186.5 
186 184 182,55 182 182 181.5 180.5 179.5 179.5 
179 175 174.5 174 168 168 161 143.5 


um einen Gesamtmittelwert von 182.5. 


Die Ausschlagsbreite betrug fiir das GesamteiweiB n, — 0.00047 
entsprechend 25 Proz. des Gesamtmittelwertes, fiir die Halbsattigungs 
fraktion 7,, 0.00048, entsprechend 25 Proz. des Gesamtmittel 
wertes, fiir die Ganzsittigungsfraktion n, — 0,00069,5, entsprechend 
38 Proz. des Gesamtmittelwertes. 

Die spezifische Refraktion der Halbsattigungsfraktion lag mit 
emer einzigen Ausnahme (Protokoll Nr. 10) immer héher als die der 
Ganzsittigungsfraktion. die des GesamteiweiBes immer in der Mitte 
zwischen beiden. 

Die .-Abweichung der 38 Doppelbestimmungen erreichte: 


fiir das GesamteiweiB nj; 0.0000 
5; zweimal 4; 3; 2,5; fiinfmal 2: neunmal 1.5; vierzehnmal 1; zwei- 
mal 0.5; OQ; im Mittel 0,00001,6; 

fiir die Halbsattigungsfraktion np 0,000 
10,5; 7,54 5,5; 5; 4,5; dreimal 4; 3.5; 3; fiimfmal 2,5; 2; viermal! 
15; fiinfmal 1; viermal 0,5; 0; im Mittel — 0,00002,7: 

fiir die Ganzsittigungsfraktion np 0,0000 
6.5; 5,5; 4: dreimal 3.5, 3: viermal 2,5; dreimal 2; viermal 1.5: 
fiinfmal 1, 0,5; achtmal 0; im Mittel + 0,00001,7. 


Die Durchfiihrung der Bestimmung darf demnach als sehr gut 
bezeichnet und die Genauigkeit der angefiihrten Einzelmittelwerte 
dementsprechend hoch eingeschatzt werden. 


Vergleichen wir nun diese Werte, die in wenig oder nicht patho 
logischen Seren gefunden wurden, einerseits mit unseren friiheren 
an meist extrem pathologischen Seren erhobenen Befunden, andererseits 
mit den Angaben der anderen Autoren, die im vorstehenden referiert 
wurden, so diirfen wir zusammenfassend sagen: daB wir in dieser 
neuen Reihe entsprechend unseren Erwartungen zwar bedeutend ge 
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ringere Schwankungen der spezifischen Refraktion sowohl des Gesamt- 
eiweiBbes, als auch der einzelnen Fraktionen feststellen konnten, als 
in unserer seinerzeitigen Untersuchungsserie, da aber auch im vor- 
liegenden Material sich noch sehr grobe Schwankungen ergaben, die 
mindestens ein Viertel des Gesamtmittelwertes betrugen: weiter, daB 
die GréBenordnung unserer nunmehrigen Werte weitgehend mit der- 
jenigen, die von den genannten Autoren festgestellt wurde, zur Deckung 
gelangt, wie ja auch die beiderseitigen Untersuchungssubstrate qualitativ 
einander ahneln, indem sie unter Vermeidung schwer pathologischet 
Seren zusammengestellt wurden. 

Wir diirfen daher berechtigterweise feststellen, daB unsere seinerzeit 
vertretene Anschauung tiber die Inkonstanz der spezifischen Refraktion 
der zirkulierenden EiweiBkérper des Blutplasmas sowohl in ihrer 
Gesamtheit wie in den einzelnen Fraktionen uneingeschrankt zu Recht 
besteht, daB die GréBe der jeweils gefundenen Ausschlagsbreite zwar 
von dem Ausma®B der pathologischen Struktvranderung abzuhingen 
scheint, jedoch auch bei normalen und kaum verinderten Seren bereits 
so groB ist, daB die Einfiihrung einer willkiirlich gewahlten einheitlich- 
konstanten spezifischen Refraktion als Grundlage maBanalytischer 
refraktometrischer Verfahren nicht statthaft erscheint. Daraus aber 
folgt weiter, daB unsere seinerzeitige Auffassung iiber den Wert bzw. 
Unwert aller derartigen Methoden (Reiss, Rohrer, Robertson) unver- 


anderte Geltung besitzt, alle diese Verfahren also nicht als maBanaly- 
tische Verfahren, sondern héchstens als Schaitzungsverfahren zur 


EiweiBbestimmung bezeichnet werden diirfen. 


V. Anhang iiber die vergleichende Viskosititsuntersuchung des Blutserums. 


Nachdem in den vorausgegangenen Abschnitten die eingangs gegebenen 
Fragestellungen der entsprechenden theoretischen und experimentellen 
Kritik unterworfen wurden, méchten wir im folgenden anhangsweise noch 
einige Bemerkungen iiber die vergleichende Viskositatsuntersuchung des 
menschlichen Blutserums anfiigen, da diese Frage mit den vorstehend 
behandelten Ergebnissen in engem Zusammenhang steht und iiberdies zu 
unserer seinerzeitigen Mitteilung (1. c.) von den gleichen Autoren, die in den 
friiheren Abschnitten referiert wurden, Bemerkungen veréffentlicht wurden, 
‘lie wir kurz beantworten mdchten. 

Auf die kombinierte Viskosirefraktometrie Naegeli-Rohrers, die ur- 
spriinglich ebenfalls als maBanalytisches Verfahren mitgeteilt wurde, 
brauchen wir nicht mehr einzugehen, da das Verfahren in diesem Sinne 
heute wohl kaum mehr Verwendung findet und von niemandem verteidigt 
wird, so daB unsere seinerzeitige, durch entsprechende maBanalytische 
Belege gestiitzte unbedingte Ablehnung dieses Verfahrens nicht neuerdings 
begriindet werden muB. 

Wir brauchen uns daher nur mit den Methoden zu beschaftigen, welche 
die Viskositaétspriifung als selbstandiges Verfahren iiben. Wir haben seiner- 
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zeit in einer zusammenfassenden vergleichenden Priifung und Kritik aller 
hierher gehérigen Methoden die Meinung vertreten, daB es vorteilhaft ware. 
die verwirrende Vielheit dieser Verfahren und ihrer Bezeichnungen zweck 
mabig zu vereinfachen, indem wir vorschlugen, einerseits solche Verfahren, 
die auf prinzipiell gleicher Grundlage und Ergebnisbewertung beruhen, zu 
sammenzuziehen, andererseits solche, denen nachweislich schwere methodi 
sche Mangel anhaften, tiberhaupt fallen zu lassen. Wir haben schlieBlich 
nach entsprechender theoretischer und experimenteller Begriindung al 
zweckmaBigsten Ausdruck eine Kombination der Prinzipe von Hellwig 
Neuschloss') (Viskosititsfaktor) und EF. A. Hafner*) (Zustandsviskositat) 
vorgeschlagen und die Verwendung der maBanalytisch in sorgfaltiger Weis: 
von Hellwig-Neuschloss angegebenen Vergleichstabellen fiir Normalserum, 
sowie der maBanalytischen EiweiSbestimmung unter AusschluB8 der Re. 
fraktometrie verlangt: der Ausdruck wird gewonnen durch die Differen: 
zwischen Gesamtviskositaét des untersuchten Serums und Viskositét des 
enteiweibten Serums (welche praktisch mit 1,02, in Ausnahmefallen mit bis 
1,04 beziffert werden kann), gebrochen durch die Differenz zwischen CGesamt - 
viskositat des eiweiBgleichkonzentrierten Normalserums (welche aus den 
Tabellen von Hellwig und Neuschloss abgelesen wird) und 1,02. Fiir diesen 
Ausdruck haben wir als méglichst unprajudizierliche Bezeichnung ,,relative 
Viskositat** vorgeschlagen, da die bereits vorliegenden Bezeichnungen 
einerseits dem Ausdruck nicht entsprachen und auch sonst verschiedenen 
Einwendungen zuginglich erschienen, andererseits bei Wiederverwendung 
fiir einen neuen zugrunde liegenden Begriff die bereits bestehende Wirrnis 
nur vermehrt hatten. Neben diesem typischen Ausdruck haben wir jedoch 
noch folgende Ausdriicke als selbstaindige Begriffe belassen (Viskositats- 
Refraktionsquotient, reduzierte Viskositét nach Rusczniak, Viskositats- 
konzentrationsquotient nach Hafner bzw. Petschacher), jedoch gleichzeitig 
verschiedene methodische Mangel betont. SchlieBlich haben wir durch die 
vergleichende Untersuchung von 39 normalen und pathologischen Seren 
nachgewiesen, daB ,,die Verwendung der relativeri Viskositaét als fiir den 
biologisch-klinischen Zweck bestgeeignet bezeichnet werden darf, da sie 
die Veranderung der EiweiBkérper und nur dieser in gréBten Ausschliigen 
darzustellen vermag*. 

Zu diesen Ausfiihrungen wurde nun einerseits von Hafner*), anderer- 
seits von Petschacher*) in folgender Weise Stellung genommen. 


Hajner fiihrte aus: 


1. daB zwar die Reduktion der Begriffe und Namen auch ihm erwiinscht 
scheine, unsere ,,Identifikationsbestrebungen*: aber als ,,verfriiht’’ be 
zeichnet werden miiBten, da das ,,ganze Gebiet noch so wenig abgeklirt 
und die Leistungsfaihigkeit der verschiedenen Ausdriicke noch ganz un- 
abgegrenzt* sei. Zum Beweis fiihrte er zwei Falle an, bei denen die Neben 
einanderstellung des Viskositéts-Konzentrationsquotienten, der spezifischen 
Viskositat, der spezifischen Viskositatserhéhung und der Zustandsviskositit 
ergibt, dab die jeweilige Differenz der zwei Werte bei den verschiedenen Aus 
driicken verschieden gro ist; 


1) Hellwig-Neuschloss, Klin. Wochenschr. 40, 1922. 

2) Hafner, ebendaselbst 5, 1925. 

8) Derselbe, diese Zeitschr. 165, 29, 1925. 

4) Petschacher, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 50, 1926. 
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, 2. bemerkt er, daB unsere Bezeichnung ,,iiberfliissig*’ und auberdem 
zu verwerfen“ sei, da ,,relative Viskositat physikalisch-chemisch die Vis- 
kositét bezogen auf die des Wassers als Einheit** bedeute und eine ,,Doppel- 
purigkeit der Namengebung* in diesem Grenzgebiet der physikalischen 
Chemie und Biologie tunlichst vermieden werden sollte. 

Petschacher schioB sich diesen Ausfiihrungen an und nahm auBerdem 
vegen unsere Ablehnung der Refraktometrie als nicht geniigend zuverliassiger 
Methode zur Eiwei8konzentrationsbestimmung Stellung, da sie nach den 
neuesten Untersuchungen Petschachers, Bergers und Schretters geniigende 
Leistungsfahigkeit aufweise. 

Demgegeniiber méchten wir kurz zusammenfassen: 

? Zu 1. Da wir eben der Meinung waren, die Reduktionsbestrebungen 
| waren einer weiteren Verstaéndigung nur dienlich, haben wir die Zeit dazu 
fiir gekommen erachtet; daB die relativen Differenzen zwischen’ ver- 
schiedenen Seren bei Priifung mit den vorliegenden hierher gehérigen Ver- 
fahren verschiedene absolute Werte darstellen, haben wir nicht nur niemals 
iibersehen oder bestritten, sondern eben durch unseren experimentellen 





. Vergleich an einem 20mal gréBeren Material als demjenigen Hajners nach- 
, gewiesen, weiter aber aus dem Ergebnis der gleichen Reihe abgeleitet, daB 
i dem vorhin ausgefiihrten Begriffe die derzeit beste Eignung zur Feststellung 
7 von Strukturénderungen der EiweiBkérper zukomme ; weshalb wir ihn eben 
‘ den anderen vorzogen. 


Zu 2. Was den Einwand gegen unsere vorgeschlagene Namensgebung 
h anlangt, mtissen wir Hafner Recht geben, daB eine solche Doppelspurigkeit 
der Begriffe tatsachlich neue MiBverstindnisse schaffen kénnte, was wir 
gerade vermeiden wollten. Andererseits aber kénnen wir unsere seinerzeitigen 
Bedenken gegen die Bezeichnung ,,Zustandsviskositaét** nicht aufgeben und 


ig : 2 Sg eta . 

. méchten wieder zu einer ganz unprajudizierlichen Namengebung raten, 

Me etwa zu ,,Vergleichsviskositat*. 

mn Petschacher kénnen wir nur erwidern, da wir entsprechend unseren 

ie seinerzeitigen und neueren Experimentalergebnissen tiber die Inkonstanz 

- der spezifischen Refraktion, die in prinzipiell gleicher Weise auch von ihm 
selbst, sowie von. Arndt und Hafner bestatigt werden muBten (siehe die 
vorausgehenden Abschnitte), unsere unbedingte Ablehnung der Refrakto- 

a metrie als maBanalytischer Methode zur Bestimmung der EiweiSkérper 
aufrecht erhalten miissen und daher auch unsere Meinung iiber seine Me- 
thoden der vergleichenden Viskositatspriifung des Serums, die auf der 

nt refraktometrischen EiweiBbestimmung beruhen, nicht andern kénnen. 

- 

rt Zusammenfassung. 

n- : : , : ‘ 

. 1. Die theoretisch erhobenen, experimentell nicht gestiitzten Ein 

- winde Arndt-Hafners, sowie Petschacher-Berger-Schretters gegen die 

‘it vereinfachte Wageanalyse werden erértert und auf Grund entsprechender 

Ss experimenteller Ergebnisse abgelehnt. 


In Bestatigung des Ergebnisses der seinerzeit von uns erhobenen 
mit Hilfe der vereinfachten Wageanalyse durchgefiihrten je 65 Doppel- 
bestimmungen des GesamtserumeiweiBes und der Ammonsulfatganz- 
sittigungsfraktion, welche eine mittlere ——-Abweichung fiir ersteres 
von + 0.12 g-Proz., fiir letztere von +- 0.10 g-Proz. ergeben hatten 
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wird eine neuerliche Vergleichsserie mitgeteilt, die in 82 Doppelbestin 
mungen des GesamtserumeiweiBes und in 75 ebensolchen der Ganz 
sittigungsfraktion eine ~--Abweichung von je 0,06 g-Proz. ergib: 
Diese methodische Genauigkeit, welche von Petschacher-Berger-Schrett: 
auf Grund eines zahlenmabig nicht ausgefiihrten Ergebnisses von siebe; 
Analysen in Zweifel gezogen wurde, darf also auf Grund unseres 
20mal gréBeren Beobachtungsmaterials als véllig gesichert gelte: 
Da weiter die technische Handlichkeit der vereinfachten Wigeanalys: 
diejenige der hinsichtlich Zuverlissigkeit gleichzuwertenden Stickstoff 
bestimmung weitaus tbertrifft, darf das erstere Verfahren nach wir 
vor als Methode der Wahl fiir den biologisch-klinischen Serienversuc! 
angesehen werden, zudem die Genauigkeit, die fiir diesen erforder: 
werden mu, hinter der nachgewiesenen Zuverlassigkeit des Wags 
verfahrens wesentlich zuriickbleibt. 

2. Der seinerzeit an 12 pathologischen Seren erbrachte Nachweis 
daB die bis dahin allgemein angenommene, niemals jedoch geniigend 
gepriifte quantitative Ubereinstimmung der Ammonsulfathalb- und 
Magnesiumsulfatganzsattigung zum mindesten im __ pathologischen 
Substrat keine regelmabige Geltung besitzt, wurde durch das Ergebnis 
einer neuen Untersuchungsreihe am gleichen Material bestatigt: es 
ergaben sich bei der vergleichenden gravimetrischen Priifung von 
12 Seren neben mehr oder weniger geniigenden Naherungsresultaten 
Differenzen, die bis 45 Proz. der Ammonsulfatganzsittigungs 
fraktion erreichten. In gleicher Weise wurde auch der Fallungseffekt 
der Ammonsulfathalb- mit der Natriumsulfathalbsattigung bei 37° 
in pathologischen Menschenseren neuerdings verglichen, ohne dati 
jedoch eine sichere Entscheidung erzielt werden konnte, da es bishe 
nicht gelang, eine véllig reproduzierbare Natriumhalbsattigungsfallung 
zu gewihrleisten. In den bisher erfolgten Parallelanalysen konnt 
jedenfalls eine geniigende Ubereinstimmung der beiden Fallung: 
verfahren ebenso wie in der seinerzeitigen Untersuchungsreihe nicht 
beobachtet werden. Unsere damals vertretene Anschauung., dal} cis 
Ammonsulfathalbsattigung daher zum mindesten im _ pathologischen 
menschlichen Substrat den beiden anderen Fallungsverfahren nicht 
ohne weiteres gleichgeordnet werden kann, darf daher in vollem Umfang 
aufrechterhalten bleiben. 

3. Es wird auf die Inkongruenz hingewiesen, die zwischen den 
experimentellen Befunden und den daraus abgeleiteten  Schlul 
folgerungen Arndt-Hajners, Petschacher-Berger-Schretters und Schretter 
insofern besteht, als diese Autoren in Nachpriifung unserer seinerzeitigen 
Angaben iiber die groBe Schwankungsbreite der spezifischen Refraktion 
der EiweiBkérpergruppen des Blutplasmas. welche bis dahin als konstant 
angesehen wurde, zwar einerseits ebenfalls groBe Schwankungen dieser 
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GiréBe fanden, andererseits aber gegen unsere aus diesen Befunden 
bgeleitete (und iiberdies noch durch entsprechende Vergleichsanalysen 
gestiitzte) unbedingte Ablehnung aller refraktometrischen Methoden 
Stellung nahmen 

Es wird an einer neuen Versuchsreihe, die im Gegensatz zu unseret 
friiheren, welche meist extrem pathologische Seren betraf, aus 39 meist 
normalen Menschenseren bestand, den Erwartungen entsprechend 
gezeigt, daB die Schwankungsbreite in Seren, deren Eiwei®struktur 
keine schweren Veranderungen aufweist, zwar betrachtlich kleiner ist, 
mmerhin aber noch mindestens ein Viertel des Gesamtmittelwertes 
hetragt (fiir das SerumgesamteiweiB zwischen 2», = 0.00176 — bis 
0.00224, fiir die Halbsattigungsfraktion zwischen n, — 0,00190° bis 
0.00228, fiir die Ganzsittigungsfraktion zwischen n, — 0.00143 _ bis 
0.00213). Da nun eine Methode, die auf der Konstanz eines prin 
zipiellen Umrechnungsfaktors aufgebaut ist, als maBanalytische Methode 
nicht mehr gelten kann, falls dieser willkiirlich konstant gesetzte Faktor 
selbst unter normalen Bedingungen bis zu 25 Proz. schwankt, unter 
pathologischen Bedingungen aber noch viel gréBere Ausschlage aufweist 
bleibt unsere unbedingte Ablehnung aller refraktometrischen Verfahren 
zur quantitativen EiweiBbestimmung in vollem Umfang aufrecht 

Gleichzeitig wird in einer neuerlichen Untersuchungsreihe von 
acht nativen pathologischen Menschenplasmen die Schwankungsbreite 
der spezifischen Refraktion auch der Gerinnungsfraktion ‘im vollen 
AusmaB der eigenen friiheren Ergebnisse bestatigt (x, = 0.00110 bis 
0.00180). 

4. Es werden anhangsweise einige theoretische Bemerkungen 
Hafners sowie Petschachers tiber unsere vorausgehende zusammen 
fassende experimentelle Kritik der verschiedenen Methoden zur ver 


ng 
gleichenden Viskosititsuntersuchung des Serums kurz erértert 








Der Einflu6B verschiedener Priparate der Chiningruppe 
auf die fermentativen Funktionen des Organismus. 


VII. Mitteilung?): 


Die Bedeutung der aktuellen Reaktion des Milieus bei der Erforschung der 
fermentativen Prozesse. 


Von 
J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa. 


(Aus der chemo-therapeutischen Abteilung des Tropeninstituts des Volks 
kommissariats fiir Gesundheitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1927.) 


I. 

Wahrend bei der Pepsinverdauung der Zusatz von Chinin-* 
Arsen- und Antimonpraparaten*) die Reaktion des Milieus nicht ver 
andert, verschieben einige der gepriiften Verbindungen das py in 
den Versuchen mit Lipase*) und Trypsin manchmal sehr stark und 
verindern bedeutend den Reaktionsverlauf. 

In der vorigen Mitteilung®) stellten wir fest, daB 1. das salzsaure 
und schwefelsaure Chinin in den Konzentrationen 0,009 bis 0,451 Proz 
die Doppelverbindung des Chinins mit dem Harnstoff bei 0,005. bis 
0,036 Proz. und die Harnstoffsalze bei 0,002 bis 0,019 Proz. die Trypsin 


verdauung des Caseins verlangsamen ; 2. die Harnstoffsalze bei 0,019 Proz 
und die Doppelverbindung des Chinins mit Harnstoff bei 0,36 Proz 
den ProzeB beschleunigen und 3. der freie Harnstoff bei 0,075 Proz 
wie auch seine Salze und die Chininsalze in den kleinsten Konzen 
trationen keine Wirkung auf die Trypsinverdauung des Caseins ausiiben 

Um die GewiBheit zu bekommen, daB die beschriebenen Ver 
ainderungen des Verlaufs der Trypsinverdauung des Caseins durch 


') VI. Mitteilung. J. A. Smorodinzew und V. A. Danilow, dies 
Zeitschr. 181, 149, 1927. 

2) J. A. Smorodinzew und C. 8S. Lemberg, ebendaselbst 162, 266, 1925 

3) J. A. Smorodinzew und WN. P. Riabouschinsky, ebendaselbst 16% 
73, 1926. 

4) J. A. Smorodinzew und V.A. Danilow, ebendaselbst 181, 157, 1927 

5) J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa, ebendaselbst 135, 128, 1923 
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die direkte Eimwirkung der angewandten Stoffe bedingt sind, war 
es nétig, den EinfluB der aktuellen Reaktion des Milieus festzustellen 
Leider waren wir dann nicht im Besitz der fiir die Bestimmung des 
pa-Wertes nétigen Apparatur und Reaktive'); jetzt sind wir imstande 
die betreffenden Korrekturen in unsere Arbeiten einzutragen 


. 


Il. Die Bestimmung der aktuellen Reaktion in chininhaltigen Lésungen. 


Da Chinin die Wasserstoffelektroden .,vergiftet‘’'?) und unrichtige 
Zahlen bei Anwendung von Indikatoren®) gibt, so stellt die Bestimmuny 
des pg-Wertes in chininhaltigen Fliissigkeiten einige Schwierigkeiten dar. 
Wales*) bestimmte mittels Titration mit Hilfe der Chinhydronelektrode 
das pq der 0,2proz. Lésung des salzsauren Chinins zu 6,12 gleich. Nach 
den Bestimmungen anderer Autoren schwankt py der Chininlésungen von 


5,15 bis 6,525). 


Die Unanwendbarkeit der Wasserstoffelektroden in diesen Fiillen 
veranlaBte uns, die Chinhydronmethode zu priifen, und wir iiberzeugten 
uns, daB sie hier anwendbar ist, da die Farbe der Lésung nach dem 
Zusatz von Chinhydron nicht verindert wird und das Potential sich 


sehr schnell einstellt (Tabelle 1) 


T abe lle I . 





Pu 


Unmittelb. nach nach Verlauf von 
der Antertigung 
des Gemisches 5 Min 15 Min 40 Min 


Konzentration des salzsauren 
Chinins 


m 20 6,20), 613, -- 6,08, 
m 80 6.18, 6,17 
m/160 6,27 6,27, 6,26, 
m 200 6.24. 613, 6,15 
m/1280 5.97. 5.95 - 
H, 0, 5.96, 
m/160 17, 6.13 6.11, 
m 160 13. 6.14. 6.14. 
Das zu verdauende Gemisch 
mit m/160 ChHCIl 138 6.95, 
Das zu verdaunende Gemisch 
ohne ChHCl 7,04, 6.97 


1) Einige Reagenzien wurden uns in liebenswiirdiger Weise von 
Frau Dr. R. M. Plechanowa zur Verfiigung gestellt. Wir benutzen die 
Gelegenheit, ihr auch an dieser Stelle unseren tiefsten Dank auszusprechen. 

2) L. Michaelis, diese Zeitschr. 106, 83: 109, 165, 1920. 

3) Derselbe, Pract. physik. Chem. 39. Berlin 1922. 

*) H. Wales. Ind. and Eng. Chem. 18, 390, 1926. 

5) N. Evers, Pharm. Journ. 106, 470, 1921; Krantz, Journ. Amer. Pharm 
ass. 14, 294, 1925; McGill, Journ. Amer. Chem. Soc. 44, 2156, 1922; Masueci 
und Moffat, Journ. Amer. Pharm. ass. 12, 609, 1923; zitiert nach Wales 
H. B. Rasmussen und S. A. Schou, Pharm. Zentralh. 65, 729. 1924. 








J. A. Smorodinzew u. A. N. Adowa 


fuswah!l des Indikators. 


Fiir die Titration der Chininlésungen werden Kresolpurpur ! 
Bromphenolblau und Methylrot?) empfohlen. Auf Grund der Angabe: 
liber die py-Bestimmung nach der Chinhydronmethode in reine) 
Chininlésungen wie auch in dem zu verdauenden Gemische, wahlten 
wir fiir unsere Versuche folgende Indikatoren: mit Puffer 5,32, den 
universellen*) Indikator (3,5 bis 7,6), y-Dinitrophenol (4,0 bis 5.4 
Methylrot (4.4 bis 6.0), Bromkresolpurpur (5,2 bis 6,8) und p-Nitr 
phenol (5.4 bis 7.0); mit Puffer 6.2 den universellen Indikator 
p-Nitrophenol und Bromthymolblau (6,0 bis 7,6); mit Puffer 6,6) 
den universellen Indikator, p-Nitrophenol, Bromthymolblau und 
Neutralrot (6,5 bis 8,0): mit Puffer 6.8 den universellen Indikator 
p-Nitrophenol, Neutralrot, Phenolrot (6,8 bis 84) und m-Nitro 
phenol (6,8 bis 8.4). Die Priifung der Anwendbarkeit des Indi 
kators wurde folgendermaBen ausgefiihrt: Zu 50 cem des Me Ilvain 
schen Puffers wurde die betreffende Tropfenzah! des Indikators 
hinzugefiigt: lO ccm dieser gefarbten Fliissigkeit wurden mit ver 
schiedenen Mengen einer n 20-Lésung des salzsauren Chinins (py — 6.20, 
versetzt und die Farbe mit 10 ccm des Puffergemisches ohne Chinin 
verglichen. 

Tabelle 11. 





Menge des Gehalt des Gemisches an 
salzsauren salzsaurem Chinin 
Chinins 


com Mol Proz 


Reagenzglas 


m 2020 0,02 
m 420 0,08 


m 220 0,16 


In den Versuchen mit p-Nitrophenol hatten die Lésungen in 
simtlichen Réhrchen, von oben wie auch von der Seite gesehen, dieselbe 
Farbe. Mit Neutralrot sahen alle Réhrchen bei seitlicher Betrachtung 
ebenfalls gleichmaBig aus, von oben wiesen das dritte und vierte eine 
steigende Violettnuance auf. Der Zusatz von Chinin zur Lésung des 


mit Bromthymolblau gefarbten Puffers rief nicht nur eine Veranderung 


der Nuance des Indikators hervor. sondern es entstand noch eine 


') W. J. McGill, Journ. Amer. Chem. Soc. 44, 2156, 1922. 
2) N. Evers, Pharm. Journ. 106, 470, 1921; Chem. and Drogist. 97, 174, 
1922. 


8) H. Niklas und A. Hock, Zeitschr. f. Pflanzen-Diing., 3 A, 402, 1924 





Fermentative Funktionen des Organismus. VII. 277 
()paleszenz, welcher Umstand den Vergleich schwierig machte. Noch 
tirker wird der Ton des Bromkresolpurpurs verindert, so daB fiir 
die pu-Grenzen 5,6 bis 6,6 keine entsprechende Pufferlésung zu finden 
var. Der universelle Indikator gibt schlecht zu unterscheidende 
Nuancen. In den Lésungen mit Phenolrot und m-Nitrophenol ruft 
Chinin keine Anderungen hervor. Bei 0,16 Proz. Chiningehalt fiel in 
\nwesenheit saimtlicher Indikatoren ein Bodensatz von Chinincitrat 
aus. Die Farbe der Lésungen wurde dadurch nicht beeintrichtigt. 
Diese Untersuchungen sprachen fiir die relative Anwendbarkeit des 
p- und m-Nitrophenols, y-Dinitrophenols, Phenolrots, Methylrots 
und Neutralrots und fiir die Unanwendbarkeit des Bromthymol- 
blaus, Bromkresolpurpurs und des universellen Indikators fiir die 
kolorimetrische py-Bestimmung der 0,02- bis 0.2 proz. chininhaltigen 
Losungen. 


Es soll bemerkt werden, daB die kolorimetrische Methode bessere 
Resultate nicht mit den reinen Chininlésungen, sondern in gepufferten 
Gemischen gibt (vgl. Tabelle IT) 


Tabelle 111. 





7, 
6,8 
7, 
8,0 
84 


Konzentration von ChHClI 
in der Lésung 


methode 
Indikator 
35 
urpur 
2 
Brom: 
thymolblau 
phenol 


ms Nitro: 


6 
es 
— & 
£3 
wm 
P= 


? 
6.0- 
65 
658 


Universeller 
Bromkresol- 
Neutralrot 


m/160 6.40*) 


m/160 6,18 *) 


/ 
> 
‘= 


Das zu verdauende Gemisch 
mit m/160 ChHCl 6,60 1.70 < 6.40%) 
Dasselbe ohne m 169Ch HCl 6,60 7.00 
Dasselbe mit ChHCI 71: 7.30 7.10*) 
Dasselbe ohne ChHCl 7.04, 7.60 7,60 


*) Die Lésung ist tribe der Vergleich ist erschwert 


Ill. Versuche der Verdauung des Caseins durch Trypsin in Gegenwart von 
salzsaurem Chinin. 


Nach der Feststellung der Anwendbarkeit der Chinhydronmethode 
wie auch einiger Indikatoren fiir die Messung der aktuellen Reaktion 
des Milieus in Gegenwart von Chinin beschaftigten wir uns mit der 
Frage vom EinfluB des Chinins auf die py-Werte des Verdauungsgemisches 
nach Gross. Als Fermentpraparat benutzten wir den natiirlichen Saft 
des Hundes, der uns vom Akademiker J. P. Pavloff liebenswiirdiger 
weise aus dem Institut fiir experimentelle Medizin zu Leningrad zur 
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Auswahl des Indikators. 


Fir die Titration der Chininlésungen werden Kresolpurpur ! 
Bromphenolblau und Methylrot?) empfohlen. Auf Grund der Angaben 
iiber die py-Bestimmung nach der Chinhydronmethode in reinen 
Chininlésungen wie auch in dem zu verdauenden Gemische, wahlten 
wir fiir unsere Versuche folgende Indikatoren: mit Puffer 5,32, den 
universellen*) Indikator (3,5 bis 7,6), y-Dinitrophenol (4,0 bis 5.4 
Methylrot (4.4 bis 6.0), Bromkresolpurpur (5,2 bis 6,8) und p-Nitro 
phenol (5.4 bis 7.0); mit Puffer 6.2 den universellen Indikator 
p-Nitrophenol und Bromthymolblau (6,0 bis 7.6); mit Puffer 6,4) 
den universellen Indikator, p-Nitrophenol, Bromthymolblau — und 
Neutralrot (6,5 bis 8,0); mit Puffer 6.8 den universellen Indikator 
p-Nitrophenol, Neutralrot, Phenolrot (6,8 bis 8.4) und m-Nitro 
phenol (6.8 bis 8.4). Die Priifung der Anwendbarkeit des Indi 
kators wurde folgendermaBen ausgefiihrt: Zu 50 cem des Me Ilvain: 
schen Puffers wurde die betreffende Tropfenzahl des Indikators 
hinzugefiigt: 10ccm dieser gefarbten Fliissigkeit wurden mit ver 
schiedenen Mengen einer n 20-Lésung des salzsauren Chinins (py 1,20, 
versetzt und die Farbe mit LO ccm des Puffergemisches ohne Chinin 
verglichen. 

Tabelle II. 





Menge des Gehalt des Gemisches an 
salzsauren salzsaurem Chinin 
Chinins 


ccm Mol Proz 


Reaygenzglas 


m 2020 0,02 
m 420 0,08 


m 220 0,16 


In den Versuchen mit p-Nitrophenol hatten die Lésungen in 


simtlichen Réhrchen, von oben wie auch von der Seite gesehen, diesel bh 
Farbe. Mit Neutralrot sahen alle Réhrchen bei seitlicher Betrachtung 
ebenfalls gleichmaBig aus, von oben wiesen das dritte und vierte eine 
steigende Violettnuance auf. Der Zusatz von Chinin zur Lésung des 
mit Bromthymolblau gefarbten Puffers rief nicht nur eine Verinderung 
der Nuance des Indikators hervor, sondern es entstand noch ein 


') W. J. McGill, Journ. Amer. Chem. Soc. 44, 2156, 1922. 
2) N. Evers, Pharm. Journ. 106, 470, 1921; Chem. and Drogist. 97, 174, 
1922. 


3) H. Niklas und A. Hock, Zeitschr. f. Pflanzen-Diing., 3 A, 402, 1924 
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()paleszenz, welcher Umstand den Vergleich schwierig machte. Noch 
starker wird der Ton des Bromkresolpurpurs veriindert, so daB fiir 
die pu-Grenzen 5,6 bis 6,6 keine entsprechende Pufferlésung zu finden 
war. Der universelle Indikator gibt schlecht zu unterscheidende 
Nuancen. In den Lésungen mit Phenolrot und m-Nitrophenol ruft 
Chinin keine Anderungen hervor. Bei 0,16 Proz. Chiningehalt fiel in 
\nwesenheit simtlicher Indikatoren ein Bodensatz von Chinincitrat 
aus. Die Farbe der Lésungen wurde dadurch nicht beeintrachtigt. 
Diese Untersuchungen sprachen fiir die relative Anwendbarkeit des 
p- und m-Nitrophenols, y-Dinitrophenols, Phenolrots, Methylrots 
und Neutralrots und fiir die Unanwendbarkeit des Bromthymol- 
blaus, Bromkresolpurpurs und des universellen Indikators fiir die 
kolorimetrische py-Bestimmung der 0,02- bis 0,2 proz. chininhaltigen 
Losungen. 


Es soll bemerkt werden, daB die kolorimetrische Methode bessere 
Resultate nicht mit den reinen Chininlésungen, sondern in gepufferten 
Gemischen gibt (vgl. Tabelle III). 


Tabelle 111. 





7, 
rpur 
~68 

7, 

6,0—7, 


Konzentration von ChHCl 
in der Lésung 


65—8,0 
phenol 
6,8— 8,4 


4 
Brom: 
thymolblau 


methode 
Indikator 
’ 

p- Nitros 
ms 7 
Neutralrot 
ms Nitro: 


35 


. 
-c 
8) 
- & 
“s 
~ > 

<= 


Universeller 
Bromkresol- 


m/160 6.15 eine 6,.40*) 
abweich. 


m/160 5.99 Nuance 6.18*) 


/ 
> 


Das zu verdauende Gemisch 
mit m/160 ChHCl 6,45 6.60 7 6.40*) 


Dasselbe ohne m 160ChHC1 6,50 6,60 7.00 
Dasselbe mit ChHCI 7,13 7,30 - 7,10*) 
Dasselbe ohne ChHCIL 7.04, = 7,60 7,60 


*) Die Lésung ist tribe — der Vergleich ist erschwert. 


Ill. Versuche der Verdauung des Caseins durch Trypsin in Gegenwart von 
salzsaurem Chinin. 


Nach der Feststellung der Anwendbarkeit der Chinhydronmethode 
wie auch einiger Indikatoren fiir die Messung der aktuellen Reaktion 
des Milieus in Gegenwart von Chinin beschaftigten wir uns mit der 
Frage vom EinfluB des Chinins auf die py-Werte des Verdauungsgemisches 
nach Gross. Als Fermentpriparat benutzten wir den natiirlichen Saft 
des Hundes, der uns vom Akademiker J. P. Pavloff liebenswiirdiger- 
weise aus dem Institut fiir experimentelle Medizin zu Leningrad zur 
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Verfiigung gestellt wurde. wofiir wir ihm unseren tiefsten Dank au 
sprechen. Die Verdauungskraft dieses Saftes betrug 256 Trypsi: 


einheiten nach Gross. 
Tabelle IV. 
Veranderungen der aktuellen Reaktion des Milieus bei der Verdauung 
Caseins durch Trypsin we Abwese nheit ron Chininh ydrochlorid. 
Das Verdauungsgemisch bestand aus 2 Teilen 0,1 proz. Casein, 
der Verdiinnung 1: 256 und 1 Teil Chininlésung 
oder Wasser. 


1 Teil Pankreassaft in 





Konzentration Py Bestimmung 


, 

des : : 
ChHCI vor der Verdauung nach der Verdauung 
m 


Gemisch kolorimetrisch nach der kolorimetrisch 


nach der 
Chin: 


Chin 
hydrons ohne mit hydron: ohne mit 


Mol = Proz. _—smetnode Puffer Neutralrot methode Puffer | Neutral 
m/160 0,06 6.45 6.70 7,20 
H,0 6.50 6.80 

m/160 0.06 7.13 , 6.95. 
H, 704g if 6.97, 
m/l60 0,06 6.580 
Hy, 6.97 

Die Tabelle LV zeigt, daB nach Verlauf von 30 Minuten die py-Wert: 
des verdauenden Gemisches in Anwesenheit von Chinin wie auch ohn 
Chinin etwas nach der sauren Seite verschoben werden. Chinin allein 
in der Konzentration von 0.06 bis 0,11 Proz. verandert die aktuell: 
Reaktion des Milieus nicht, bei 0,5 Proz. wird sie nach der sauren 
Seite um 0,49, (Tabelle V) verschoben. Jei_denjenigen Konzen 
trationen, in welchen Chinin das py des Milieus nicht aus den Grenzen 
der optimalen Trypsinwirkung verschiebt, ist die hemmende Wirkung 
auf den VerdauungsprozeB offenbar durch das Chinin selbst bedingt 
Die Verschiebung der aktuellen Reaktion nach der sauren Seite, dir 
durch die Hinzufiigung starkerer Chininkonzentrationen hervorgerufen 
wird, schafft ungiinstige Bedingungen fiir die Verdauung des Caseins 
das teilweise aus der Lésung ausfallt, wovon wir uns in einem speziel! 
angestellten Versuch tiberzeugen konnten (Tabelle V). 

Tabelle V zeigt, daB die Chininlésungen von 0,23 bis 0,5 Pro: 
in den Caseinlésungen eine Fallung hervorrufen; in den abfiltrierten 
Fliissigkeiten ruft Essigsiure nur eine schwache Triibung hervo: 
was auf die Ausfaillung eines bedeutenden Teiles des Caseins unte! 


der Einwirkung des Chinins hinweist. 
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Tabelle V. 


vie Fdllung der Caseinlésung in Gegenwart verschiedener Mengen des salzsauren 
Chinins. 


Zu einer Reihe fallender Chininverdiinnungen sind je 2 cem Casein, 1 com 


\WWasser, 5 Tropfen alkoholischer Essigsdiurelésung hinzugefiigt worden. 





Zustand des Gemisches nach 
° Hinzutugung von 


Konzentration . 
PH 


o2z 
Neagenz- des C Cl) 1 
gias hinzugetugten des ChH des Gemisches 5 Tropfen alk« 
° im Gemisch > > 
ChHicCl*) 2ccom Casein | holischer Essiy 
saurelosung 


m/20 0.451 6.44, Bodeusatz 
m 40) 1,225 - 
m ‘S80 0.112 6,54, Opaleszenz Bodensat: 
H,O 6.954 durehsichtig 
m/ 160 0,961 7.13 
m/320 0,050 
m 649 OOLS 
m 1280 0.007 
4 m ‘2569 0,003 
10) m 5120 0,002 


l1 Hy 7,04, 


*) n 20 bis n/5120 Chininlosungen werden durch die alkoholische Essigsaurelésung nicht gefallt 


IV. Versuche der Verdauung des Caseins durch Trypsin in Anwesenheit von 
Harnstoff und seiner Salze. 


1/49 Molarlésung des freien Harnstoffs (0.08 Proz. im Gemisch) 
iibt keine Wirkung auf die Trypsinverdauung des Caseins nach der 
Methode von Gross aus und verandert die Wasserstoffic nenkonzentration 


der verdauenden Fliissigkeit nicht 


Tabelle VI. 
Die Verdauung des Caseins durch Trypsin in Gegenwart freien Harnstoj/s. 


Das Gemisch bestand aus: 2 Teilen 0,1 proz. Casein, 1 Teil Pankreassaft 
in der Verdiinnung 1: 256 und 1 Teil Harnstofflésung oder Wasser. 





Konzentration des yy des Gemisches 
oo otigten Proz. des Harnstoffs Pu 
- im Gemisch . 
Harnstots a vor der Verdauung nach der Verdauung 


m/29 0,08 6,60, 6.39, 
H,O 6,804 6.54 
m 20 0,08 6,465 6.59, 
H,0 6,45, 6.45, 


Harnstoffnitrat. 
Bei den Versuchen der Verdauung von Casein durch Trypsin in 
Gegenwart von Harnstoffsalzen, die ohne Riicksicht auf die Reaktion 
des Milieus ausgefiihrt wurden, erwies sich, daB groBe Konzentrationen 


19* 
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dieser Saize (0,02 bis 0,16 Proz.) den ProzeB beschleunigen, wahrend 
schwache (weniger als 0,01 Proz.) ihn hemmen. Die Bestimmung 
der py-Werte der Lésungen (Tabelle VII) zeigte aber, daB die angebliche 
beschleunigende Wirkung der Harnstoffsalze in Wirklichkeit dadurch 
bedingt wird, daB sie die Reaktion des Milieus so stark nach der sauren 
Seite verschieben (py = 1,99 bis 2,91), daB das Casein von der Essig- 
siure nicht ausgefallt wird. Die hemmende Wirkung der schwacheren 
Konzentrationen der Harnstoffsalze (0,01 bis 0,003 Proz.) wird dadurch 
erklirt, daB sie die Reaktion unter.das Optimum!) fiir die Trypsin. 
verdauung des Caseins herabsetzen (px = 3,86 bis 6,11,), noch schwachere 
Lésungen iiben keinen Einflu®B auf den ProzeB aus. 


Tabelle VII. 
Fallbarkeit des Caseins durch Essigsdure und die Bestimmung des py der 
Gemische in Gegenwart von Harnstoffnitrat. 
Das Gemisch bestand aus: 2 Teilen 0,1 proz. Casein, 1 Teil Pankreassaft in 
der Verdiinnung 1: 256 und 1 Teil der Lésung von Harnstoffnitrat oder 








Wasser. 
1 and on Gemisches nach 
Konzentration inzufigung von 
Reagenz: . —....* Pa Fae eo 
glas hinzugefiigten “"S) Gemisch. °° Gemisches _ 5 Tropfen alko 
Harnstoffnitrats 2 ccm Casein holischer Essig. 
saurelosung 
1 { m/20 0,16 1,99 durchsichtig durchsichtig 
] H,0 _ 6,76. Niederschlag 
2 m/40 0,08 - -. durehsichtig 
3 m/80 0,04 2,56 “ - 
4 m 160 0,02 - 291, Triibung Tribung 
5 { m/320 0,01 3,86 Niederschlag — 
7 | H,O — 6,76. durchsichtig Niederschlag 
6 m 649 0,005 5,64. - i 
: { m/1280 0,0025 6.11, . . 
| HO - 6,76. ‘ 
8 | m/2560 0,0012 : - ° 
\ H,O 6.76, a = 
9 m/5120 0,0006 ‘a 


V. Versuche der Verdauung des Caseins durch Trypsin in Gegenwart von 
der Doppelverbindung Chininhydrochlorid-Harnstoff. 


Nachdem die Ursache der Wirkung der Harnstoffsalze auf den 
ProzeB der Verdauung des Caseins aufgeklart war, entstand die Not 
wendigkeit, einen Versuch mit Chininhydrochlorid-Harnstoff unte: 
den gleichen Bedingungen wie in der Tabelle VII anzustellen. 


1) J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa, Zeitschr. f. phys. Chem. 160, 
189, 1926. 
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Tabelle VIII. 
Pallbarkeit des Caseins durch Essigsdéure und die Bestimmung des py der 
Gemische in Gegenwart von Chininhydrochlorid-Harnsto}f. 
Das Gemisch bestand aus: 2 Teilen 0,1 proz. Casein, 1 Teil Pankreassaft 
n der Verdiinnung 1: 256 und 1 Teil der Lésung Chininhydrochlorid- 
Harnstoff oder Wasser. 





Kensentution Pros. des ar Kaa Conteties nach 
‘ 7 ins er Minzu u von 
Reagenz- hinsugetiigten hydrochloride a a cathe — 
glas Chinin- Harnstoffs a on : 5 pate alkos 
hydrochlorid- im Gemisch 2cem Casein holischer Essig. 
Harnstoffs saurelésuny 
l m/1 11,44 2,235 durchsichtig durchsichtig 
2 m2 5,72 a * 
3 m/4 2,86 - . 
4 m/8 1,43 a » 
5 m/16 0,72 3,08, sd a 
6 m/32 0,36 3,37, steigende Trib. 
7 m 64 0,18 Fe - 
8 m 128 0,09 ‘ - 
9 m/256 0,045 4,68, . 
10 m 310 0,037 5,08, schwache Trib. Trib. starker 
11 m/512 0,022 durchsichtig | Niederschlag 
12 m/1024 0,011 5,71. e - 
13 m/2048 0,006 6,30, ‘ m 
i4 m/2480 0,005 7,06, 7 ‘ 
15 H,O = 7,276 ‘ - 


Tabelle VIII zeigt. daB in den Gemischen, die 0,7 bis 11,4 Proz. 
Chininhydrochlorid-Harnstoff enthalten, das Casein durch das Trypsin 
nicht verdaut werden kann und von Essigsiure nicht gefallt wird, 
da die Wasserstoffionenkonzentration zwischen pg 3,37, bis 2,23, sich 
bewegt, d. h. unterhalb des isoelektrischen Punktes. Bei niedrigeren 
Konzentrationen des Praparats (0,4 bis 0,04 Proz.) fallt das Casein 
aus und px bleibt noch unterhalb des Optimums der Trypsinwirkung 
(4,68,). Aber bei 0,005 Proz. des Chininharnstoffs im Gemisch entspricht 
pu (7,06,) dem Optimum der Einwirkung des Trypsins auf das Casein, 
trotzdem wird die Verdauung verzégert ; daraus folgt, daB die hemmende 
Wirkung dieser Konzentrationen der Veranderung der Reaktion des 
Milieus nicht zugeschrieben werden kann — sie hangt offenbar von 
der unmittelbaren Einwirkung des Praparats selbst ab. 


Es ist also wiederum erwiesen, daB bei den Untersuchungen iiber 
die Wirkung verschiedener Stoffe auf die Fermente immer mit der 
aktuellen Reaktion des Milieus, die in Gegenwart verschiedener Ver- 
bindungen betrachtlich verandert werden kann, gerechnet werden muBb 
Der EinfluB, der anscheinend von der direkten Einwirkung der Harn- 
stoffsalze abhangig war, erwies sich in Wirklichkeit als ein indirekter, 
durch die Verschiebung der Reaktion des Milieus in die fiir die Trypsin- 
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wirkung ungiinstige Richtung bedingt. Andererseits gelang es uns zy 
beweisen, daB die hemmende Wirkung simtlicher untersuchten Chinin 
praparate auf die Trypsinverdauung des Caseins von der Milieureaktion 
unabhingig ist, da sie sich auch bei dem fiir das Trypsin optimalen 
pa-Wert auBert. In vorliegender Mitteilung konnten wir samtliche 
SchluBfolgerungen unserer vorherigen Arbeit') auch in,den neuen 
Bedingungen bestatigen. 


SchluBfolgerungen. 


1. Die Chinhydronmethode erméglicht die Bestimmung der 
aktuellen Reaktion des Milieus in chininhaltigen Lésungen. 

2. Fiir die kolorimetrische Bestimmung der py-Werte des Milieus 
bei der Trypsinverdauung des Caseins in Gegenwart von Chinin ergeben 
die meisten von uns gepriiften Indikatoren keine richtigen Resultate 

3. Die pa-Werte der Lésungen des salzsauren Chinins, nach de: 
Chinhydronmethode bestimmt, schwanken zwischen 5,97 bis 6,20. 

4. Hinzufiigung von salzsaurem Chinin in den Konzentrationen 
0.06 bis 0,11 Proz. verandert die aktuelle Reaktion des Verdauungs 
yvemisches nach Gross nicht. 

5. Starkere Konzentrationen des salzsauren Chinins (0,5 Proz.) 
verschieben die Reaktion des Gemisches nach der sauren Seite. 

6. Die pa-Werte der Grossschen Lésung werden nach Verlauf 
von 30 Minuten in Gegenwart von Chinin wie auch ohne Chinin ein 


wenig nach der sauren Seite verschoben. 
7. Das salzsaure Chinin iibt eine hemmende Wirkung auf die 
Trypsinverdauung des Caseins ohne Zusammenhang mit dem py des 


Milieus aus. 

8. Freier Harnstoff iibt keine Wirkung, weder auf die Casein 
verdauung noch auf die Wasserstoffionenkonzentration des Milieus, aus 

9. Die Einwirkung der Harnstoffsalze auf die Verdauung wird 
ausschlieBlich dadurch erklairt, daB sie die py-Werte des Milieus be 
trachtlich verandern. 

10. Héhere Konzentrationen des Chininhydrochlorid-Harnstoffs 
verschieben die py-Werte nach der sauren Seite. 

11. Der hemmende EinfluB der schwachen Konzentrationen des 
(‘hininhydrochlorid-Harnstoffs wird durch die Wirkung des Chinins 
selbst auf den ProzeB erklart und hingt von der Reaktion des Milieus 
nicht ab. 


1) J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa, diese Zeitschr. 1385, 128, 1923. 





Beitrige zur Wirkung des Insulins. 


II. Mitteilung: 
Insulin-Adrenalin-Antagonismus'‘). 


Von 
B. v. Issekutz. 


Aus dem pharmakologischen Institut der Kgl. Ungarischen Universitat 
in Szeged.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1927.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der ersten Mitteilung(1) wurde gezeigt, daB das Insulin eine 
direkt hemmende Wirkung auf die Glykogenhydrolyse der isolierten 
Froschleber ausiibt; wahrend namlich die Lebern der normalen Frésche 
stiindlich 2,59 mg Glucose bilden (auf 1g Leber gerechnet), bilden 
die der 24 bis 48 Stunden vor dem Versuch mit Insulin behandelten 
Tiere nur 0,53 mg. also etwa ein Fiinftel der normalen. 

Es ist natiirlich von gréhter Bedeutung, diese an der Froschleber 
festgestellte Wirkung auch an Siugetieren nachzuweisen, obwohl wir 
schon mehrere indirekte Belege haben, daB das Insulin auch bei diesen 
eine direkte Wirkung auf die Glykogensynthese’ und -hydrolyse hat 

So fanden Cori (2) und seine Mitarbeiter, da8 der Blutzucker am Anfang 
der Insulinwirkung zuerst in der V. hepatica und nur spéter in der V. jugularis 
abnimmt, daraus folgt, daB das Insulin die Glykogenhydrolyse in der Lebet 
hemmt. Dieselben beobachteten in Versuchen, bei denen sie durch Baucl: 
fenster kleine Leberstiicken von Kaninchen entnahmen, dal eine Glykogen 
synthese in den normalen Lebern nur dann vorkommt, wenn diese mehr als 

_ 0,25 Proz. Glucose enthalten. Hingegen kann diese waihrend der Insulin 
wirkung schon bei einem viel geringeren Glucosegehalt stattfinden. Also 
das Insulin beférdert diese Synthese. Nach ihren Versuchen nimmt das 
Leberglykogen bei hungernden Kaninchen, obwohl der Blutzucker schon 
vermindert ist, in der ersten Stunde der Insulinwirkung nicht ab. Ferner 
bildet sich Glykogen unter Insulinwirkung aus dem Blutzucker bei den mit 
Phlorrhizin behandelten hungernden Tieren. Gleicherweise erreichten 


1) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung des ,.,Ungarischen Naturwisser 
schaftlichen Landesfond.** 
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Frank, Hartmann und Nothmann (3) bei Kaninchen, die sie mehrere Tage 
hindurch hungern lieBen, durch ganz kleine Dosen von Insulin eine Glykogen. 
anreicherung in der Leber. Diese Resultate diirfen aber nur mit einer 
Vorsicht verwertet werden, denn A. Grevenstuk und E. Laqueur (4) konnten 
auch durch subkutan injizierte n/100 HCl eine Zunahme des Leberglykogens 
erreichen. Die hemmende Wirkung des Insulins auf die Glykogenhydrolyse 
beweisen sehr schén die Versuche von Macleod, Noble und O. Brien (5 
Das Leberglykogen nahm niamlich bei Kaninchen wahrend einer lanye 
dauernden Urethannarkose von 8,64 auf 3,5 Proz. ab, wenn aber die Tiere 
mit Urethan auch Insulin erhielten, blieb der Glykogengehalt unverandert. 
Ferner betragt das Leberglykogen der mit Adrenalin behandelten Tiere 
nur 4,87 Proz., das der Tiere aber, die mit Adrenalin und Insulin behandelt 
wurden, 8,8 Proz. 

Es ist eine viel schwerere Aufgabe, diese Insulinwirkung auch an 
iiberlebenden Saugetierlebern nachzuweisen, und zwar deshalb, weil 
sie die Fahigkeit der Glykogensynthese wahrend der Praparation und 
Durchstrémung schnell verlieren. 

Die Hundelebern sind am geringsten empfindlich, sie behalten am besten 
ihre Fahigkeiten, und so gelang es Grube (6) und Barrenscheen (7), an iiber 
lebenden Hundelebern eine Glykogensynthese zu erreichen. An den Lebern 
von Kaninchen, Meerschweinchen und Ratten gelingt dies schon kaum, 
diese geben durch Glykogenhydrolyse der durchstrémenden Fliissigkeit 
Zucker ab. So ist es verstandlich, weshalb es Bernhardt (8) nicht gelang, die 
hemmende Wirkung des Insulins auf die Glykogenhydrolyse an durch- 
strémten Rattenlebern nachzuweisen, hingegen konnte Bindi (9), der an 
den widerstandsfahigeren Hundelebern arbeitete, positive Resultate 
erhalten. So nahm in seinen Versuchen die Zuckerbildung der durchstrémten 
Leber unter der Insulinwirkung ab. Als er die zwei Halften der Leber 
getrennt durchstrémen lieB, war der Glykogengehakt der mit insulinhaltigem 
Blute durchstrémten Halfte immer gréBer als die andere. An Lebern 
pankreasdiabetischer Tiere gelang es ihm, zu beweisen, daB das Insulin die 
Glykogensynthese férdert. 

Olewohl es unzweifelhaft ist. daB die Insulinhypoglykamie durch 
Adrenalininjektion aufgehoben werden kann, und umgekehrt die 
Adrenalinhyperglykamie durch Insulin, folgt daraus noch nicht, dab 
die Angriffspunkte der beiden Hormone identisch sind, es ware namlich 
auch méglich, daB das Insulin die Adrenalinhyperglykamie nur durch 
eine gesteigerte Oxydation des gebildeten Zuckers verhindert. 

Doch meinen Versuchen (1) nach, die ich an iiberlebenden Frosch- 
lebern durchfiihrte, wirken beide Hormone auf die Leber direkt an 
tagonistisch: das Adrenalin mindert die auf die Glykogenhydrolyse 
ausgetibte hemmende Wirkung des Insulins, das Insulin hemmt dagegen 
die zuckermobilisierende Wirkung des Adrenalins. Zur Geltung gelangt 
die Wirkung desjenigen Hormons, welches dominierend vorhanden ist 


Zwischen der Wirkung zweier Stoffe herrscht nicht nur dann ein 
Antagonismus, wenn der eine die Wirkung des anderen vollstandig aufhebt, 
sondern auch dann schon, wenn die Wirkung bedeutend gehemmt wird 
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Daher ist das Argument Lessers (10), nach welchem bei meinen Froschleber- 
versuchen zwischen Insulin und Adrenalin kein Antagonismus vorhanden 
vewesen sein sollte, weil das Adrenalin die Zuckerbildung auch mit Insulin 
behandelter Leber steigerte, nicht richtig, weil diese Steigerung in den 
meisten Versuchen nur sehr klein war. Wahrend namlich die Zuckerbildung 
normaler Leber auf die Wirkung des Adrenalins im Mittelwerte (pro 1 g 
Leber) sich von 2,59 auf 5,39 mg ( 108 Proz.) steigerte, nahm die der mit 
Insulin behandelten Tiere von 0,53 auf 0,82 mg!) zu (= 55,0 Proz.), im 
ganzen also nur mit 0,29 mg. Diese bildeten also auch unter der Adrenalin- 
wirkung viel weniger Zucker, als die normalen Lebern ohne Adrenalin. 
Dabei muB auch in Betracht genommen werden, daB ich das Adrenalin 
in starker Konzentration verwandte (1: 200000), welche die Zuckerbildung 
der normalen Leber mit 108 Proz. steigerte. Es ist unzweifelhaft, daB das 
Adrenalin bei den mit Insulin behandelten Lebern unwirksam geblieben 
wire, wenn ich es in einer viel schwacheren, bei normalen Lebern eben 
wirksamen Konzentration angewandt hatte. Ein ganz ahnliches Resultat 
hatten die Experimente von Bornstein und W. Griesbach (11) an durch- 
stromten Hundelebern, in denen das Adrenalin (auf 1 g Leber gerechnet) 
eine Zuckerbildung von 7 mg verursachte, in Gegenwart von Insulin aber 
nur eine von 0,8 mg. 

Da aber die Zuckerbildung der Hundeleber sehr gering ist, erscheint 
der Einwand Lessers (10), daB es méglich ist, daB unter Insulinwirkung der 
durch Adrenalin mobilisierte Zucker oxydiert worden ist und der Blutzucker 
deshalb nicht zugenommen hat, fiir rechtmaBig; obwohl es so nicht ver- 
standlich ware, weshalb das Insulin ohne Adrenalin keine Abnahme des 
Blutzuckers verursachte. Es scheint aber, als ob zwischen Adrenalin und 
Insulin nicht nur in der Beziehung der Zuckermobilisierung, sondern auch 
in der Beziehung der Zuckeroxydation ein Antagonismus herrscht. G. Ah/- 
green (12) nahm wahr, da®B das Adrenalin die férdernde Wirkung des Insulins 
auf die Oxydation des Froschmuskels hemmt; als Gottschalk (13) zeigte. 
daB Adrenalin die Steigerung der Acetaldehydbildung durch Insulin in 
der Leber hemmt, gab er der Meinung Ausdruck, da®8 Insulin und Adrenalin 
beziiglich der Bildung derjenigen labilen Glucosemodifikation, welche die 
Verbrennung des Zuckers eimfiihrt, Antagonisten sind. 

Der Zweck meiner Versuche war, die an Froschleber wahr- 
genommenen Insulinwirkungen auch an Kaninchenlebern zu beweisen 
Mein Bestreben war, mich den physiologischen Verhaltnissen méglichst 
gut zu nihern. Da ich trotz diesem keine Glykogensynthese erreichen 
konnte, untersuchte ich die véllig unverletzt gebliebene Leberfunktion 
Die Steigerung der Zuckerbildung durch Adrenalin und die hemmende 
Wirkung von Insulin dieser gegeniiber 


Versuchsanordnung. 


Die Konstruktion meines Durchstrémungsapparats, zu welcher ich 
die Grundidee von Skramlik (14) benutzte, zeigt Abb. 1. In dem dick- 
wandigen GefaiB A, welches oben luftdicht verschlossen ist, liegt auf einem 
Glastischchen die herausgenommene Leber, in dessen V. portae eine Kaniile 


1) In der Tabelle IIT der I. Mitteilung (1) ist dieser Mittelwert unrichtig 
angegeben. 
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eingebunden ist. Das leberdurchstrémte Blut flieBt aus der geéffnete, 
V. hepatica durch eine am Grunde des GefaBes befindliche Réhre ab 
Vorrichtung K blast durch eine unten eingelétete Nebenréhre Sauerstoff 
ein, treibt damit das Blut durch Spirale O in das GefaB B und oxydiert 
dasselbe. Das Ventil R vor der Nebenréhre verhindert die Riickstrémung 
des Blutes und Sauerstoffs. Aus dem Reservoir B laBt eine Pumpenvor- 
richtung das Blut rhythmisch durch die Leber stroémen. Diese besteht aus 
einer Spritze mit 10 cem Inhalt D, die ein Motor treibt; diese iibt auf di: 








in das GefaB C eingeschlossene Luft eine Saug- und Druckwirkung aus, welche 
sich auf das am Grunde des Gefibes befindliche Blut und durch die in das 
Blut eingreifende Réhre auf die Klappen F iibersetzt, welche den Weg des 
Blutes in der Richtung des Reservoirs E bestimmen. Das Blut strémt in 
der oberen Halfte des Reservoirs ein und entfernt sich unten durch ein: 
T-Réhre. In den einen Zweig dieser Réhre reicht bis zur Mitte eine mit 
einem Hahn versehene Kaniile, durch diese kénnen Blutproben entnommen 
werden. Der andere Zweig dieser T-Réhre steht einerseits mit einem 
Hg-Manometer, andererseits mit einer Kaniile, welche in die V. portae 
eingebunden ist, in Verbindung. 

Das Blut strémt aus dem GefaB B in das GefaB FB, von hier durch die 
Leber in das GefiB A, von hier durch die Spirale O zuriick in das GefaiB Bb 
Der Sauerstoff ist, in einem geschlossenen Réhrensystem ebenfalls in 
Zirkulation, so daB das C O,, welches die Leber bildet, bestimmt werden kann 

Die Pumpenvorrichtung K!) besteht aus einer Gummiréhre, welch: 
in einem stéhlernen Kahn von regulierbarer Biegung liegt. Auf diese: 


') Hergestellt von dem Universitaétsmechaniker O. Klein, Szeged. 
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(ummiréhre wandern vier Ebonitwalzen entlang., welche sich an den vom 
Motor getriebenen Rade befinden, und blasen hierdurch die Luft in der 
Richtung der Umdrehung. Die Menge der beférderten Luft kann durch die 
\nderung des Gummirohrdurchmessers, durch die Umdrehungsgeschwindig- 
it des Rades und durch die Klemme, welche vor der Pumpe angewendet 
zwischen weiten Grenzen geandert werden. Der Sauerstoff, welcher 
e Pumpe treibt, vermengt sich in der Spirale O und in dem GefiBe B mit 
lem Blute, oxydiert dasselbe und nimmt CO, auf; gelangt von hier durch 
lie SchaumgefaBe G und H in das AbsorptionsgeféB J, in welchem 0,2 n 
NaOQH-Lésung das CO, absorbiert, dann gelangt es durch die Réhre P in 
das GefaB A und von dort zuriick in die Pumpe K. N und M dienen zum 
\usgleich der Druckdifferenzen. Durch N, dessen Ende in Wasser taucht, 
entfernt sich bei wachsendem Druck der iiberfliissige Sauerstoff, welcher 
sich bei abnehmendem Druck aus der Waschflasche M ergainzt. Die An- 
fiillung des ganzen Apparats mit O, geschieht durch die Réhre Q, wobei 
lie Nebenréhre b offen ist. Aus der CO, absorbierenden Lauge kann zeit- 
weise durch den Hahn c eine Probe entnommen werden. 

Der ganze Durchstr6mungsapparat ist, mit Ausnahme der Pumpen, 
in einem aus Holz angefertigten Thermostaten aufgestellt. Dieser besteht 
aus einem auBben doppelwandigen und innen mit einer Isolierschicht bedeckten 
Holzkasten (105 90 x 110 cm), in welchem sich der innere Kasten, aus 
Zinkplatte verfertigt, befindet (70 50 80cm). Im Raume zwischen 
den beiden Kasten brennen sowohl an den Seiten als auch unten elektrische 
Birnen; unten brennen zwei Stiick 32er Kohlenfadenbirnen fortwahrend, 
welche die Temperatur des Thermostats auf 35 bis 36° halten. An den Seiten 
befinden sich zw6lf Stiick l6er Birnen, welche durch ein Kontakt-Thermo 
meter entziindet und ausgeléscht werden. Durch diese Einrichtung kann 
der ganze Kasten schnell auf 38° C erwarmt werden und behalt seine Tempe- 
ratur mit kleinen Schwankungen. Von den drei Tiiren des Thermostats 
hat die innere an den beiden Fliigeln je drei Fenster, so dafi man bei der 
Herausnahme von Blut- und Laugeproben den inneren Kasten nicht ganz 


6ffnen muB, sondern nur das entsprechende Fensterchen der inneren Tiir. 
Hierdurch kann eine betrachtlichere Abkiihlung des Thermostats bei det 
Herausnahme von Proben vermieden werden. ‘ 


Da sich aus einigen Versuchen zeigte, daB die iiberlebende Kaninchen- 
leber eine sehr bedeutende Menge von Sauren bildet und infolgedessen das pq 
des im Apparat zirkulierenden Blutes rasch abnimmt (binnen 2 Stunden 
sinkt es unter 6,0), mubte ich die Neutralisierung der gebildeten Sauren 
ausfiihren. Da ich dieses durch Dialyse nicht erreichte, gab ich bei fort- 
wihrender Kontrolle des pq dem Blute im langsamen Strome isotonische 
0.15n NaQH oder NaHCO, zu. 

Zu diesem Zwecke verband ich das Ende der Spirale O mit Hilfe einer 
T-Réhre mit einer Biirette, in welche eine Niveauréhre hineinlangt, an 
deren freiem déuBeren Ende das Eintreten der Luft eine feine Kapillare 
verzégert. Die Biirette setzt sich unten in einen Regulierapparat aus Ebonit 
vor, dessen konischer Zapfen in dem ebenso angeformten Lager durch eine 
feine Schraube gehoben und gesenkt wird, wodurch der Ausflub, auch bei 
der langsamsten Strémung (0,1 bis 0.5 cem pro Minute), piinktlich reguliert 
werden kann. 

Zu den Versuchen verwendete ich mit Getreide reichlich gefiitterte 
Kaninchen, damit ihre Leber viel Glykogen enthalte. In Novocain-Lokal- 
anisthesie band ich die Kaniile in die Trachea, Carotis und V. jugularis 
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ein, und wahrend in langsamem Strome physiologische Lésung!) in die 
Jugularis floB, lieB ich das Tier verbluten und defibrinierte das Blut. Nac}, 
Durchschneiden des Halsmarkes 6ffne ich die Bauchwand und den Brust. 
kasten, schneide den Magen heraus, unterbinde die A. hepatica, setze eine 
Kaniile in die V. portae und durchwasche durch diese die Leber; nehme sic 
bald schnell heraus und setze sie nach der Unterbindung und dem <A}, 
schneiden eines kleinen Laippchens in den Apparat, welchen vorher der 
Gehilfe mit Blut anfiillte, welches auf 250 ccm erginzt wurde, etwa vierfac|; 
verdiinnt war und 0,1 Proz. Glucose enthielt. 

Die Leberkaniile wurde mit der entsprechenden Réhre verbunden wad 
die Blutzirkulation begann sofort. Bei einem Quecksilberdruck von 15 bis 
20 mm strémt etwa 100 ccm Blut pro Minute durch. Die Operation vollzog 
ich méglichst rasch, so daB die Leber héchstens 1 Minute lang ohne Blut- 
zirkulation blieb. 

Zwecks standiger Kontrolle des py-Blutes entnahm ich alle 3 bis 5 Mi 
nuten mit einer Spritze durch die Kaniile, welche sich am Reservoir EF be- 
findet, | eem Blut. In der ersten Versuchsreihe benutzte ich eine H,-Elek- 
trode nach Michaelis und hatte, da sich dessen Potential langsam einstellt, 
so lange mit Schwierigkeiten zu kaimpfen, bis ich auf Chinhydron iiberging, 
welches ich in der Spritzelektrode nach Mislowitzer (14) anwandte und div 
Potentialdifferenz 0,01 n HCl] + 0,09n KCl gegeniiber maB. Hier stellt 
sich die Potentialdifferenz in einigen Sekunden ein, so braucht eine Be- 
stimmung weniger als 44 Minute Zeit; wodurch ich die Einstrémung der 
Lauge am piinktlichsten regulieren konnte und hierdurch erreichte, dai 
sich die py des Blutes in einem nicht gréBeren MaBe als 0,3 anderte. 

Nachdem ich die Einstrémung der Lauge regulierte, entnahm ich die 
erste Blutprobe. Von dieser maB ich 5cem in einen 50-cem-Kolben, ver 
diinnte sie mit destilliertem Wasser, enteiweiBte nach Folin mit Wolfram- 
saure, erginzte sie auf 50 ccm und bestimmte den Zuckergehalt der Filtrate 
in drei Proben nach der von uns modifizierten Methode von Hagedorn 
Jensen. 

In dem GefaéBe, in welchem das CO, absorbiert wird, sind 140 cem 
0,2n NaOQH-Lésung. Gleichzeitig mit der Blutprobe entnehme ich durch 
den Hahn ¢ 20 com Lauge aus diesem GefaB, lasse dieselbe in 80 cem heiber 
8proz. BaCl,-Lésung und titriere sie nach der Abkiihlung mit n/10 HCl. 

Nach | Stunde entnahm ich wieder 20 cem Lauge und titriere dieselbe. 
Die Differenz der beiden Titer, multipliziert mit 6 und 1,12, ergibt die wahrend 
einer Stunde absorbierte Quantitét vom CO,. Hierbei muB noch die Ver- 
anderung der CO, des Blutes in Rechnung genommen werden, welche ich 
im Apparate nach van Slyke bestimmte. 

Die Zuckerbildung der Leber maB ich in Perioden von 20 bis 30 Minuten, 
zog bei der Rechnung natiirlich die Volumenanderung des Blutes in Betracht, 
welches einerseits durch das herausgenommene Blut verkleinert, andererseits 
durch die dazuflieBende Lauge vergréBert wird. 


Ich vollzog im ganzen 75 Versuche, von denen 20 mit der Aus- 
arbeitung der Methode vergingen. In den nichsten 25 Versuchen konnte 
ich die py des Blutes noch nicht geniigend piinktlich regulieren und 


') Enthalt in 1 Liter: 85g NaCl, 0,.2g CaClh, O,.kg KCl, 5 ccm 
Phosphatlésung (4,776 Proz. Na,HPO, + 0,275 Proz. NaH,PO,) und 
02g NaHCO,. 
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konnte nur in den letzten 30 Versuchen, wo ich mit der Chinhydron- 
elektrode arbeitete. die Bedingungen des Versuchs véllig beherrschen 


Den Verlauf eines Versuchs zeigt die Tabelle I. Aus diesem und aus 

deren Versuchen kann festgestellt werden, daB die durchstrémte Leber 

ihre Vitalitat mindestens 3 Stunden behalt, und wahrend dieser Zeit ver- 
ringert sich ihr Stoffwechsel und ihre CO,-Bildung kaum. 

In der Leber gut genaéhrter Tiere, die viel Glykogen enthalt, geht die 
Glykogenhydrolyse wahrend der Durchstrémung mit einer betrachtlichen 
Geschwindigkeit vor sich, der Zuckergehalt des Blutes steigt fortwahrend 
und erreicht auch 0,7 bis 0,9 Proz., ohne daB sie hierdurch die Zuckerbildung 
der Leber verringerte. Die Zuckerbildung ist wahrend der Zeit des Versuchs 
(s. Tabelle II) ziemlich konstant, vielfach ist sie am Anfang gréBer, ver 
ringert sich spater um etwas, aber es kann haéufig auch umgekehrt vor- 
kommen. Im allgemeinen kénnen wir sagen, daB die py des Blutes die 
Glykogenhydrolyse bedeutend beeinfluBt, bei abnehmender py ist dieselbe 
rascher, bei zunehmender kleiner. Dieses kann aus dem Versuch 57 sehr 
schén ersehen werden, wo sich die py des Blutes zwischen 7,4—7,.92— 6,96 
veranderte und die Glucosebildung 59,0 — 30,6— 55,0 mg war. 

Die Zuckerbildung der Leber verschiedener Tiere ist sehr verschieden, 
und wir erhalten auch dann groBe Differenzen, wenn wir die Zuckerbildung 
auf 1 g Leber berechnen; so schwankte z. B. in jenen 18 Versuchen, welche 
in der Tabelle III angefiihrt sind, die Zuckerbildung von 1 g Leber in 10 Mi 
nuten zwischen 0,47 bis 2,03 mg. Der Zusammenhang zwischen dem 
Glykogengehalt und der Zuckerbildung der Leber ist sehr lose, und es kann 
im allgemeinen nur gesagt werden, daB die Leber von gréBerem Clykogen 
gehalt mehr Glucose erzeugt als diejenige, welche an Glykogen jarmer ist. 
Die Quantitat der Glucose, welche in 10 Minuten aus | g Glykogen entstand, 
schwankte zwischen 4,95 bis 40,8 mg. Diejenigen Lebern (Versuche 32. 
34, 44, 45, 46, 64), welche kein Glykogen oder dasselbe nur in Spuren ent- 
halten, bilden keine Glucose, bei diesen ist natiirlich auch das Adrenalin 
unwirksam. 

Die Quantitat der Lauge, welche dem Blute zugegeben werden mubte, 
um das py des Blutes innerhalb der physiologischen Grenzen zu halten, gibt 
die Saurebildung der Leber geniigend piinktlich an. In der ersten Periode 
des Versuchs ist nur wenig Lauge notwendig (s. Tabelle I1), da die Sauren, 
welche die Leber bildet, gréBtenteils die Pufferstoffe des Blutes neutrali 
sieren. Die Quantitat der verbrauchten Lauge nimmt in der zweiten Periode 
zu und behalt auch in den folgenden Perioden diesen gréBeren Wert ohne zu 
groBer Schwankung. Diese Versuche sind also nicht nur zur Beobachtung 
der Anderung in der Zuckerbildung, sondern auch der in der Saurenbildung 
yeeignet. 

In der Tabelle IIT sind diejenigen Versuche zusammengestellt, welche 
ich mit Adrenalin ausfiihrte. Die Wirkung des Adrenalins auf die Glykogen 
hydrolyse der durchstrémten Leber untersuchten schon viele; wahrend 
Iwanov, Masing (16) u. a. fanden, daB das Adrenalin die Zuckerbildung 
der Leber im gréBeren MaBe steigert, konnte Abelin (17) diese Steigerung 
nicht beobachten. Die Ursache des negativen Resultats von Abelin besteht 
darin, daB er, von den anderen Versuchern abweichend, die Leber mit 
Ringerlésung und nicht mit Blut durchstrémen lie}, und die Leber verlor 
infolge mangelhafter Sauerstoffversorgung nicht nur ihre Glykogenbildungs- 
tahigkeit, sondern auch ihre Adrenalinempfindlichkeit. 
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In meinen Versuchen steigerte das Adrenalin in 13 Fallen die Zucker- 

dung im hohen Grade, 36 bis 456 Proz. 

Anfangs injizierte ich 0,5 bis 1,0 mg Adrenalin in eine Blutmenge von 
250 cem, benutzte also eine Verdiinnung von | : 250000 bis 500000. In den 
eiteren Versuchen stellte es sich aber heraus, daB schon 0,1 bis 0,2 mg 

1.25 bis 2,5 Millionen) geniigen. 

Die Adrenalinwirkung blieb natiirlich in den Versuchen, in denen die 
eber kein Glykogen enthielt, daher auch keinen Zucker bildete, und auBer 
iesen noch in fiinf Versuchen (23, 26, 28, 37, 67) aus. In diesen Versuchen 
ar aber das py des Blutes 7,6 bis 7,8, also viel alkalischer als in den Ver- 

suchen von positiven Resultaten (pq 6,8 bis 7,4). Die Alkalose des Blutes 
emmt also die Wirkung des Adrenalins. 

In den meisten der Versuche (30, 35, 36, 38, 55, 63, 66, 68) steigert 
las Adrenalin gleichzeitig auch die Saéurebildung, deshaib muBte in der 
\drenalinperiode der ZufluB der Lauge beschleunigt werden, wenn dies 
iber nicht geschah, verringerte sich das py. Vor der Adrenalinperiode 
waren in der Regel zwei normale Perioden, in der Tabelle ist der Laugen- 
erbrauch der zweiten normalen Periode angegeben. 

Diese gesteigerte Saurebildung konnte nicht eine GefaBverengerung 
md die damit verbundene langsamere Stré6mung verursachen, denn das 
Manometer, welches in den Apparat eingeschaltet war, zeigte nach der 
\drenalininjektion keine Erhéhung des Druckes. Aller Wahrscheinlichkeit 
nach steigert das Adrenalin die Saurebildung direkt. Dies zeigen die Ver- 
suche von Elias und Sammartino (18), die wahrnahmen, daB die Adrenalin- 
einspritzung den Milchsiuregehalt der Leber auf das Drei- bis Vierfache 
erhéht. Ferner beobachteten Gigon (19) und andere bedeutende Acidose 
nach Adrenalininjektion; diese Acidose wird in erster Reihe durch die 
vesteigerte Saurebildung der Leber verursacht, wobei Gottschalk und Pohle (20) 
angaben, dal} das py des Blutes der V. hepatica parallel mit der Steigerung 
lie Zuckerbildung verringert. Die gesteigerte Saurebildung férdert namlich 
die zuckermobilisierende Wirkung des Adrenalins. Nach Frdéhlich und 
Pollak (21) wird die Adrenalinwirkung an isolierten Froschlebern durch 
Saurezusatz verstarkt, durch Alkali gehemmt. GleichermaBen beobachteten 
i nderhill, Mc Donell (22) und viele andere, daB eine Inje!:tion von NaHCO, 
oder Na,H PO, sowohl bei Tieren als auch bei Menschen «ie Adrenalinhyper- 
vlykimie hemmt. 

Nach der allgemeinen Auffassung ist die gesteigerte Saurebildung nicht 
lie Ursache der Zuckermobilisierung, sondern eine der hauptséchlichsten 
Bedingungen dieser. Weil das Optimum der Leberdiastase bei py 6,8 liegt, 
ingegen nimmt die Wirksamkeit der Diastase bei py 7,8 so stark ab, dab 
die Adrenalinwirkung darum nicht zum Vorschein treten kann. 


Meine Versuche mit Insulin (Tabelle 1V) erreichten das erwartete 
Resultat nicht, ich nahm die Verringerung der Zuckerbildung in der 
Leber in keinem Falle wahr. als ich dem durchstrémenden Blute 2 bis 


10 Einheiten Insulin zugab. Von neun Versuchen veranderte sich die 
Zuckerbildung in sechs Fallen nur innerhalb normaler Grenzen. In 
drei Versuchen steigerte sich die Zuckerbildung bedeutend. 


Dasselbe beobachteten an Hundelebern auch Bornstein und Gries- 
hach (11). Aus diesem negativen Resultate darf aber nicht der Schlub 
vezogen werden, daB das Insulin an Lebern der Saéugetiere die Glykogen- 
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drolyse nicht hemmt, denn es ist héchst unwahrscheinlich, dab die 

\Virkung eines Hormons beim warmbliitigen und poikilothermen Tiere so 
rschieden ware, bei letzteren ist aber die hemmende Wirkung des Insulins 
wweifelhaft bewiesen (1). 

Der Grund des negativen Resultats ist darin zu suchen, daB man mit 

er angewandten Versuchseinrichtung die Vitalitat der Kaninchenleber 
icht véllig aufrecht halten kann. Dieses bezeugt auch diejenige Versuchs- 
eihe, in denen ich die Kaninchenleber mit 1, 2, 3 Proz. Glucose halten- 
em Blute durchstrémen lieB, konnte aber die Glykogensynthese nicht 
eimmal erreichen. Es ist schon von Barrenscheen (7) festgestellt worden, 
la die Kaninchenleber sich fiir solche Versuche viel weniger eignet als die 
Leber des Hundes, da erstere im iiberlebenden Zustande ihre Glykogen- 
hbaufahigkeit viel friiher verliert. Aller Wahrscheinlichkeit nach hangt 
diejenige Funktion, welche die Glykogenhydrolyse hemmt mit derjenigen 
eng zusammen, welche die Glykogensynthese durchfiihrt. Und wenn die 
Leber diese letztere Fahigkeit verlor, besitzt sie auch die erstere nicht mehr. 
Beide hingen mit der Vitalitaét der Leber eng zusammen und beide gehen 
wahrend der Durchstrémung rasch verloren. 

Deshalb kann das Insulin an Kaninchenleber weder die Glykogen- 
hydrolyse hemmen, noch die Synthese steigern. An der viel unempfindlicheren 
Froschleber und nach Bindis (9) Versuchen an der Hundeleber kann diese 
Wirkung des Insulins ohne Zweifel bewiesen werden. 

Obwohl meine Versuche in 
dieser Hinsicht negatives Resul- 
tat hatten, gelang es, an iiber- 
lebenden Kaninchenlebern zwei 
wichtige Insulinwirkungen nach- 
zuweisen. 

1. Das Insulin hemmt di 
Sdurebildung der Leber. Den 
in der Tabelle IV zusammen- 
gestellten Insulinversuchen gab 
ich in der Regel nach zwei 
normalen Perioden der durch- 
strémenden Fliissigkeit Insulin 
zu, in die Tabelle wurde aber 
nur die zweite normale Periode 


aufgenommen, in welcher die 


Saurebildung gemessen mit 

der Quantitat der verbrauchten 

Lauge — diejenige Stufe  er- 

reichte, welche sie in den iibrigen 

Perioden zu _ behalten pflegte. a a 4 Z 

Auf die Wirkung des Insulins Abb. 2. Insulin Adrenalin 
verringert sich aber die Saure- 

bildung rasch, und wahrend der Insulinperiode wurde regelmabig ein 
halbmal soviel Siure gebildet als normal. Dies zeigt auch Abb. 2 


“ye 
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Da aus den Versuchen von Gottschalk (13) schon bekannt ist, da 
das Insulin die Oxydationen (die Acetaldehydbildung) in der Lebe: 
steigert, miissen wir fiir wahrscheinlich halten, daB es diese hemmend 
Wirkung auf die Saurebildung durch eine raschere Oxydation der ent 
stehenden Sauren erreicht. 

Mit diesem Resultat stehen die Aufhebung der Acidose diabetische 
Kranke durch Insulin und die Hemmung der Saurebildung der Muskely 
in Einklang. 

2. Das Insulin hemmt die Zuckermobilisierung des Adrenalins. Aw 
acht Versuchen nahm die Zuckerbildung der Leber nach Adrenalin 
injektion nur in zwei zu und auch dann nur unbedeutend mit 8 bis 
11 mg = 22,4 bis 12.6 Proz.; also in viel geringerem Grade als tx 
normaler Leber. In den anderen sechs Versuchen lief das Adrenalin 
die Zuckerbildung nicht nur ungesteigert, sondern hemmte dieselb 
in zweien (Nr. 42, 70) unbetrachtlich und in vieren (Nr. 43, 71, 72, 73 
sehr stark. Diese Verringerung war in den vier Versuchen 42 bis 
51 mg = 35 bis 67 Proz. 

Das Insulin wirkte auch der siurebildungférdernden Wirkung des 
Adrenalins gegeniiber antagonistisch. Das Adrenalin konnte nimlich 
die durch Insulin verminderte Saurebildung tiberhaupt nicht oder nu 
in einem sehr kleinen Grade steigern. Da aber bei der zuckermobili 
sierenden Wirkung des Adrenalins es eine wichtige Bedingung ist, dali 
durch Steigerung der Saurebildung ein entsprechendes Milieu zur 
optimalen Funktion der Leberdiastase hergestellt werde, ist es un 
zweifelhaft, dab das Insulin die zuckermobilisierende Wirkung des 
Adrenalins auch durch diese Verhinderung der Acidose hemmt. 

Diese Versuche beweisen also, daB Adrenalin und Insulin betreff 
ihrer Wirkungen auf den Stoffwechsel wahre Antagonisten sind. 


Zusammenfassung. 
' 


Die beschriebene Versuchseinrichtung ermdglicht, daB man di: 
Zucker-, Sauren- und CO,-Bildung der tiberlebenden Kaninchenlebe: 
gleichzeitig beobachten kann. 

Die glykogenreiche Leber bildet wahrend der Durchstr6mung ein 
betrachtliche Menge von Zucker und Sauren, letztere muB man aber 
dadurch, daB man der durchstrémenden Fliissigkeit Lauge beimengt 
neutralisieren, sonst kann das py des Blutes auch auf 6,0 heruntersinken 

Das Adrenalin férdert die Zucker- und Saurebildung, die erster: 
Wirkung kommt aber nur dann zur Geltung, wenn das py des Blut 
unter 7,5 ist. 

An durchstrémten Kaninchenlebern konnte mit Insulin wed 
Glykogensynthese noch eine Verminderung der Zuckerbildung erreicl' 


werden 
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Das Insulin vermindert die Saurebildung der Leber, und zwar 
wahrscheinlich dadurch, daB es die Oxydation der gebildeten Saure 
‘ordert. 

Das Insulin hemmt beide Wirkungen des Adrenalins, da dieses 
weder die Zucker- noch die Saiurebildung der Leber in Gegenwart von 


Insulin steigern kann. 
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Einfache Methode zur Bestimmung der Glucose 
in Mengen von 1 bis 15 mg. 


Von 
B. v. Issekutz und J. v. Both. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Kgl. Ungarischen Universita 


in Szeged.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1927.) 


Zur Bestimmung der Glucose in einer Quantitat iiber 10 mg stehen 
uns viele verlaBliche Methoden zur Verfiigung: gleicherweise wurden in 
den letzten Jahrzehnten zahlreiche Mikromethoden zur Bestimmung 
des Blutzuckers ausgearbeitet. Zwischen der Leistungsfahigkeit der 
Makro- und Mikromethoden gibt es aber ein Gebiet, namlich die Be 
stimmung der Zuckerquantitat von | bis 10 mg, welche, obwohl wir 
dessen 6fters bediirfen, Schwierigkeiten trifft und wir dazu keine ent 
sprechenden Methoden haben. 

Es wurde éfters versucht, die Methode von Bertrand zur Bestimmung 
der Glucosemenge unter 10 mg fiir geeignet zu gestalten. So brachten 
Moéckel und Frank mit der Zugabe von 10 mg Glucose den Zuckergehalt 
der Lésung in ein Gebiet, welches zur Glucosebestimmung geeignet 
ist. Jrene Greiner’) strebte, den ungestérten Verlauf der Reaktion 
bei weniger als 10 mg Zucker durch Zugabe von Na,CO, und NaOH 
zu erreichen. Wir hielten es fiir zweckmiaBiger, anstatt die Leistungs 
fihigkeit der Makromethode nach abwirts auszubreiten, das Gebiet 
der gut bewihrten Mikromethoden durch eine Erhéhung der Kon 
zentration der angewandten Reagenzien nach aufwirts zu steigern 

Unsere Wahl traf die Methode von Hagedorn-.J ensen*), da wir uns 
iiberzeugten, daB diese bedeutend einfacher und bequemer ist als div 
Bangsche und dabei bei geringerer Vorsicht genauere Resultate gibt 

Bei der Anwendung der Hagedorn-Jensenschen Methode wird zu 
Oxydation der Glucose Kaliumferricyanid angewendet: 12 ccm der 
Glucoselésung werden mit 2ccm 0.005n Kaliumferricvanid, welch 


') Diese Zeitschr. 128, 274, 1922. 
2) Ebendaselbst 135, 461. 1923. 
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wh O.2n Na CO, enthalt, in emem Wasserbad 15 Minuten lang 
vekocht. Das entstandene Kaliumferrocyanid wird mit Zinksulfat aus- 
fallt, mit Essigsiure angesiuert und das Jod, welches aus JK durch 
las tiberfliissig gebliebene Ferricvanid entsteht, wurde mit 0,005 n 
Natriumthiosulfat titriert. 
Mit Hilfe einer Tabelle erhalt man aus der Quantitat des ver- 
rauchten 0.005 n Natriumthiosulfats die Quantitaét des vorhandenen 
Z. ickers 
0,01 cem entsprechen 0,382 mg Glucose, 
ce os on 0,002 ,, 9 


Dies sind die Grenzen der Anwendbarkeit dieser Methode. 

Wenn man die Konzentration der Kaliumferricyanid- und Natrium 
thiosulfatlésungen auf das Zehnfache steigert, also mit 0,05 n Lésungen 
irbeitet und 10 bis 10 cem zur Bestimmung verwendet, so ist auch die 
Bestimmung von 10 mg Zucker méglich. 

Vor allem stellten wir fest, daB zur Titrierung von 10 cem 0,05 n 
Kaliumferricyanids in der Anwesenheit von 10 cem Jodkaliumzink- 
sulfatlésung genau lO ccm 0,05n Thiosulfat notwendig sind. Das 
Resultat bleibt auch dann unveriindert, wenn man die Kaliumferri- 
evanidlésung vorher 10 bis 20 Minuten hindurch in einem heiben 
Wasserbad wirmt. 

Folgende Aufgabe war die Bestimmung der Konzentration der 
angewendeten Laugen und die der Kochzeit. Zu diesem Zwecke kochten 
wir je 5cem 0,1 proz. Glucoselésung mit 15 ccm Wasser und 10 cem 
0.05 n Kaliumferricyanid, welche in 1 Liter 5g Na,CO, enthalt, in 
emem Wasserbad 10, 15, 20, 30 Minuten hindurch; nach Abkihlung 
gaben wir lO cem JK-Zinksulfatlésung und 5cem 0.5n Essigsiure 
hinzu und titrierten mit 0,05 n Thiosulfat. 

Die Quantitaét des verbrauchten Kaliumferricyanids war mittel- 
wertig, nach je drei Bestimmungen nach dem Kochen von 

10 15 20 30 45 Minuten 


3,20 3,29 3,51 3,75 3,80 cem. 


Es steigerte sich also die Quantitét des reduzierten Kaliumferri- 
evanids wahrend des Kochens bedeutend. Wenn wir aber die Quantitat 
des Natriumearbonats erhéhten, hatte die Kochzeit einen viel ge- 
ringeren EinfluB. Wir lieBen z. B. 5 cem einer 0,1 proz. Glucoselésung 
mit 15cem Wasser und 10 ccm 0,05n Kaliumferricyanid, welche in 
einem Liter 17 g Na,CO, enthielt, 15, 20, 30 Minuten lang sieden 


Die Quantitit des reduzierten Kaliumferricyanids war nach 


10 20 30 Minuten, 
2,98 3.00 3,04 ccm. 
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Wahrend der weiteren Versuche stellte es sich heraus, daB da 
Resultat um so genauer und regelmaBiger ist, je gréBer der Na,CO 
Gehalt der Lésung war und daB dabei ein Kochen von 20 Minuten vo! 
standig geniigt. 

Die endgiiltige Form der Methode bestimmten wir folgendermabe: 

Notwendige Lésungen: 

1. 0,05 n Kaliumferricyanidlésung, 16,5 g Kaliumferricyanid un 

70 g Natriumcarbonat in 1000 ccm Wasser gelést. 


to 


. Jodkaliumzinksulfatlésung, 10g Zinksulfat, 50g Natriun 
chlorid und 5g Kaliumjodid in 200 cem Wasser gelést. 


3. 9proz. Essigsiurelésung. 
4. 0,05 n Natriumthiosulfatlésung. 
5. 1 Proz. Amylum solub. in gesittigter NaCl-Lésung gelist 


Man bringt die Zuckerlésung in einen 100-cem-Erlenmeyerkolben 
erginzt das Volumen auf 20 ccm, gibt 10 cem 0.05 n Kaliumferricyani:( 
hinzu und kocht es 20 Minuten lang in einem Wasserbad. Nach det 
Abkihlung gibt man 10 ccm J K-Zinksulfatlésung hinzu, 10 eem 9proz 
Essigsiurelésung, einige Tropfen Starke und titriert mit 0,05 n Natrium 
thiosulfat. 

Gleichzeitig vollfiihrt man eine Kontrollbestimmung ohne Zucke: 
zur Feststellung des Titers der Kaliumferricyanidlésung. Die Differenz 
der beiden Bestimmungen ergibt die Quantitat des reduzierten Kalium 
ferricyanids. 

Um 15 Bestimmungen gleichzeitig ausfiihren zu kénnen, verwende 
man ein Wasserbad von 40 cm Durchmesser und einen dazu passenden 
Kolbenbehalter. Dieser besteht aus drei scheibenférmigen Kupfer 
platten von 36cm Durchmesser, welche an einer gemeinsamen zentri 
schen Saule befestigt sind. An der oberen Scheibe, welche herunter 
genommen werden kann, befinden sich in zwei Kreisen zusammen 
15 kreisférmige Lécher von 3cem Durchmesser. An der mittleren und 
unteren Scheibe befinden sich, diesen Léchern entsprechend, je 15 kreis- 
férmige Ausschnitte, an der mittleren von 6 cm, an der unteren von 
4cm Durchmesser. In diese Lécher werden 15 Stiick Erlenmeyer- 
kolben in zwei Reihen, in der Art der Probierréhren, placiert und mit 
der oberen Scheibe, durch dessen Offnungen die Halse herausreichen 
befestigt. 


Wir verfertigten aus Merckscher ,,Glucose pro analyse“ nach dem 
Austrocknen im Vakuum 0,1 proz. Lésung, deren Glucosegehalt mit 
den Methoden von Bertrand und Wilistdtter kontrolliert wurden. Aus 
dieser Lésung stellten wir mit Hilfe kalibrierter Pipetten und Met) 
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kolben die entsprechenden Verdiinnungen her, und zwar so, daB 20 bi 
20 cem Lésungen | bis 15 mg Glucose enthalten sollen. 

Wir vollzogen in drei Versuchsreihen je drei Bestimmungen und 
faBten diese in der Tabelle | zusammen. Die Bestimmungen geben gut 
iibereinstimmende Resultate, die Abweichung von dem aus den new 
Versuchen berechneten Mittelwert ist durchschnittlich 0,05 cem, dix 
Differenz der gréBten und kleinsten Werte ist mittelwertig 0,07 ccm 

Aus den Angaben dieser Tabelle berechneten wir mit der Method: 
der kleinsten Quadrate die Tabelle Il, welche die dem verbrauchte: 
Kaliumferricvanid entsprechenden Glucosemengen angibt. 

Wir verwenden diese Methode seit zwei Jahren zur Bestimmung des 
Glucosegehalts von solchem Blute, welches isolierte Organe durch 
strémt. Zu diesem Zwecke verdiinnen wir 5 ccm Blut in einem Mel} 
kolben von 50cem mit Wasser und geben wegen des EnteiweibBens 
3 bis 5cem Sproz. Lésung von Natriumwolframat und ebensovie! 
2 ,n H,SQ, hinzu und fihren die Zuckerbestimmung an 10 bis 20 cem 
Proben des Filtrats durch. Gleichzeitig bestimmen wir an Leerproben 
den Titer des Kaliumferricvanids und durch Subtrahieren beider Wert: 
erhalten wir die Quantitat des reduzierten Kaliumferricyanids. Den 
Zuckergehalt des Blutes berechnen wir mit Hilfe der mitgeteilten 
Tabellen. 

Die Methode ist, wie es unsere Erfahrungen von 2 Jahren zeigen 
geniigend verlaBlich, ergibt tibereinstimmende Resultate; es hat alli 
diejenigen Vorziige, welche die Hagedorn-Jensensche Mikromethode so 
sehr auszeichnen und beliebt machen: Geschwindigkeit, Einfachheit 
und daB kleinere Veriinderung der Bestimmungsumstande das Resultat 


nicht beeinfluBt 
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Uber die Hydrolyse 
des Seidenfibroins') mittels 25 proz. Ameisensiure. 


Von 
N. D. Zelinsky und K. P. Lawrowsky. 
\us dem organisch-chemischen Laboratorium der I. Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1927.) 


Vor etwa 3 Jahren?) machten Zelinsky und Ssadikow die Beob- 
whtung, daB Gelatine beim Auflésen in 50proz. Ameisensaure selbst 
bei langerem Kochen nicht vollstandig zerfallt, indem das, Hydrolysat 
nicht aufhért die Biuretreaktion zu geben. Die Menge des N H,-Stick 
stoffs in der Lésung betragt 25,46 Proz., wihrend beim Kochen einer 
Gielatinelésung mit Schwefelsiure das Hydrolysat 71 Proz. nach 
Ndrensen titrierbaren Stickstoffs enthalt 

Es stellte sich ferner heraus, daB 10 proz. Ameisensaure bei 150° 
bei nur dreistiindigem Erhitzen) Gelatine in ein abiuretes Hydrolysat 
verwandelt; dessen ungeachtet enthilt letzteres nur 33,1 Proz. NH,- 
Stickstoff. Ahnliche Resultate wurden bei der Bearbeitung von Seide, 
Casein und Giansefedern mit LOproz. Ameisensiure erzielt. Aus diesen 
Daten kénnte man den SchluB ziehen, daB Ameisensaure zur Hydrolyse 
von EiweiBstoffen nicht geeignet ist, und hauptsichlich deshalb, daB 
sie eine Maskierung der NH,-Gruppen hervorruft, wobei wahr- 
scheinlich Kondensationsprodukte der Aminosiure gebildet werden 
Bei der naheren Untersuchung eines Gelatinehydrolysats wurden auch 
wirklich in Alkohol und Ather lésliche sirupartige Produkte gefunden 
aus denen die Aminosiuren sich durch nachtrigliche Hydrolyse mittels 
Salzsiure nicht ausscheiden lieBen. Hieraus wurde daher die Schlub 
folgerung gezogen, daB bei der Hydrolyse von Eiweibstoffen unter 
Druck (im Autoklaven) mittels 10proz. Ameisensiure die nachsten 
Zerfallsprodukte der ersteren, die Peptide und Anhydride der Amino- 


') Steam Filature Japan Raw Silk Meikyosha. 
2) Diese Zeitschr. 187, 397, 1923. 
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sauren, sich unter dem EinfluB der Ameisensiure kondensieren w 
sich der weiteren hydrolysierenden Wirkung derselben entziehen. 

Die vorliegende Arbeit hat eben den Zweck festzustellen, ob 
der Tat eine solche Folgerung richtig ist, oder doch vielleicht Ameise; 
siure, in anderen Konzentrationen angewandt, analog den Mineralsaure: 
imstande wiire die Hydrolyse zu Ende zu fiihren 

100 g Seidenfibroin wurden, nach vorheriger Entleimung dur 
Erwirmung mit Wasser unter schwachem Druck, mittels 25 pro: 
Ameisensiure im Autoklaven bei 180° und 10 Atm. Druck im Lanf; 
von 3 Stunden hydrolysiert. 

Alles ging in Lésung iiber, Farbe hellorange, Biuretreaktion negati 
Ninhydrinreaktion positiv. 

2cem des Hydrolysats enthalten nach Ajeldahl 0.04265 g, gleic! 
100 Proz., nach Sérensen 0.02751 g, gleich 64,49 Proz. Stickstoff. 

Solch ein Verhaltnis zwischen Amino- und Gesamtstickstoff (sel 
nahe Werte erhielten wir auch bei der Hydrolyse der Seide mittels 
verdiinnter Mineralsiuren, nicht schwiacher als 4 bis 5 Proz.) weist 
darauf hin, daB bei der Druckhydrolyse des Seidenfibroins mittel- 
25proz. Ameisensiure keine Kondensation der Produkte der Hydrolys: 
stattfindet, wie sie Zelinsky und Ssadikow bei Gelatine und 10 proz 
Ameisensiiure beobachteten: es geht hierbei vielmehr eine normal 
Hydrolyse vor sich, wie bei der Hydrolyse mittels Mineralsiuren 

Die Hauptmenge der Ameisensiure wurde im Vakuum abgetrieben 
Nach Entfernung der Ameisensiure wurde das Hydrolysat mit heibem 
Wasser verdiinnt. Aus der im Vakuum nochmals konzentrierten Lésung 
fiel ein kristallinischer Niederschlag aus. Letzterer wurde aus heibem 
Wasser umkristallisiert, wobei 10 g Kristalle erhalten wurden; Schmelz 
punkt 312 bis 316° unter Zersetzung. Die Substanz wies eine positiv: 
Reaktion von Millon auf. 

0.1500 g Substanz enthalten 0.01147 g Stickstoff nach Ajeldah/ 
Fiir Tyrosin (C,H,,NO,) ber. 7,73 Proz., gef. 7,65 Proz. N. 

Das Hydrolysat wurde, nach Entfernung des Tyrosins, bis zun 
Verschwinden der Millonschen Reaktion, im Extraktionsapparat von 
Maassen mit Ather extrahiert, was 2 Wochen dauerte. In den Auszug 
ging auber einer geringen Menge Ameisensaure nichts iiber 

Auch bei darauffolgendem Extrahieren mit Chloroform und Athy! 
acetat ging in den Auszug nichts iiber. 


Wiirde die Ameisensiure unter den Bedingungen unserer Hydrolys« 
reduzierend wirken, so kinnte man unter den Produkten der Hydrolys: 
die Bildung von Basen (Piperazinen) erwarten. Behufs Bestimmung 
der Basen wurde ein Teil des Hydrolysats auf Zusatz von KOH bis 
zur stark alkalischen Reaktion der Destillation mit Wasserdamp! 
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nterworfen, wobei die Basen in mit Salzsiure angesiiuertem Wasser 
wifgefangen wurden. 

Das Destillat (1!. Liter) wurde auf dem Wasserbad eingeengt und 
m Vakuumexsikkator getrocknet. Der getrocknete Riickstand wurde 
mit absolutem Alkohol extrahiert 

Der in Alkohol unlésliche Teil besteht aus Chlorammonium, dessen 
Menge bedeutend gréBer war, als die des in Alkohol léslichen Salzes 
der Base 

Die alkoholische Lésung dieses Salzes wurde eingeengt und dann 
das Chloroplatinat dargestellt, dessen Analyse ergab: 0.4144 g Substanz 
enthalten 0,1722 g Platin. Fir (CH,NH,HCl, PtCl, ber. 41,58 Proz. 
vef. 41.55 Proz. Pt. 

Somit gingen mit dem Wasserdampf NH, und Methylamin iiber; 
Piperazin wurde nicht gefunden. Die Bildung des Methylamins ist 
hier eine Folge der bekannten Reaktion, die beim Erwarmen von 
\minosiiuren mit starkem Alkali stattfindet; das Methylamin entstand 
iif Kosten des in geringer Menge zerfallenden Glykokolls, wahrend 
das NH, als Resultat der Desamidierung der Aminosauren unter dem 
KinfluB des andauernden Erwirmens mit starkem Alkali gebildet wurde 

Der mit Alkali nicht behandelte Teil des Hydrolysats (eine Halfte 
des Ganzen) wurde im Vakuum (10 bis 12 Millimeter) bei 40° bis zur 
Trockne eingedampft. Auf Zusatz von absolutem Alkohol ging ein 
ganz unbedeutender Teil der Substanz in Lésung iiber, wiihrend die 
Hauptmasse sich in Form eines weiben kristallinischen Produkts aus- 
schied. Dasselbe wurde abfiltriert, im Vakuumexsikkator getrocknet 
und dann mit absolutem Alkohol extrahiert. Es ging hierbei ein 
ganz kleiner Teil in Lésung tiber, der aus einem Ol besteht, das die 
Pyrrolreaktion gibt: ein Hirweis darauf, daB das Prolin ein Produkt 
der Hydrolyse von Leimspuren ist, die im Seidenfibroin zuriickblieben 

Der in Alkohol unlésliche Teil wurde aus Wasser umkristallisiert 
ks wurden 28g eines weiBen kristallinischen Produkts gewonnen, das 
sii} und in Wasser gut léslich war; es gab eine starke Ninhydrinreaktion 

Zu 15g dieser Substanz wurde absoluter Alkohol zugesetzt und 
die Aminosauren wie iiblich esterifiziert. Das Reaktionsprodukt wurde 
im Vakuum (12 mm) bei 40° eingeengt, und zwar bis zu zwei Drittel 
des urspriinglichen Volumens. In der Kalte fielen reichlich Kristalle 
(Chlorhydrat des Glykokollesters) aus. Nach Umékristallisieren aus 
ibsolutem Alkohol war der Schmelzpunkt 143 bis 144° 

In reinem Zustande wurden von dieser Substanz 9.8 ¢ gewonnen 
die Mutterlauge wurde wieder in konzentrierter Lésung esterifiziert 
id fand in der Kalte keine Ausscheidung der Kristalle mehr statt 
Die Lésung wurde im Vakuum auf dem Wasserbad bis zur Trockne 


‘ingedampft und aus dem riickstindigen Salze wurde der freie Ester 
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nach der Methode von Zelinsky') isoliert: das Salz wurde mit fris: 
gefalltem und getrocknetem Bleihydroxyd vermengt: die Zersetzw 
wurde bei einer Temperatur des Olbades von 180 bis 185° gefiihrt: d 
Vorlage wurde durch ein Gemisch von Alkohol mit fester Kohlensiiu 
gekiihlt. Vom freien Ester der Aminosaure resultierten etwas mx 
als 3g. Der Ester wurde im Vakuum (12 mm), und zwar auf dem Wass: 
bad bei einer Temperatur von 49 bis 50°, d. h. bei der Siedetemperat 
des Alanins rektifiziert. 

Als Resultat der Untersuchung der Produkte der Hydrolys« 
gaben sich somit: 10g Tyrosin, was bei Umrechnung auf die verarl. 
tete Menge Seide 10 Proz. ausmacht: 9,8 g Chlorhydrat des Glykoko! 
esters, was bei Umrechnung auf Glvkokoll 34 bis 35 Proz. von « 
verarbeiteten Seide ausmacht (die Ausbeute an Chlorhydrat betragt 
70 bis 75 Proz. der Theorie) und 3 g Alaninester, was aut freies Alani: 
20 Proz. ausmacht (wir rechnen die Ausbeute an Chlorhydrat des 
Alanins entsprechend 75 Proz. der Theorie und die Ausheute an freic: 
Ester zu 50 Proz. der Theorie) 

Die Ausscheidung der Aminosiiuren aus dem Hydrolysat  bietet 
keine Schwierigkeiten, da sie sich leicht reinigen lassen; das Hydrolysat 
ist nur schwach gelblich gefarbt. Diese Umstiande, sowie die Abwesenheit 
von Anhydriden unter den beschriebenen Bedingungen der Hydrolys« 
veranlassen uns auf die Hydrolyse der Proteine mittels waisserige: 
Lésung von Ameisensiure aufmerksam zu machen 

DaB die Anhydride der Aminosiuren mittels 25 proz. Ameisensaur: 
hydrolysiert werden, erhellt aus folgendem Versuch: 0.3586 g Glykokoll 
Anhydrid (Diketopiperazin) wurden im Autoklaven mittels 25 proz 
Ameisensiure bei 180° im Laufe von 3 Stunden hydrolysiert. Das 
Hydrolysat wurde mit Ba(QH), neutralisiert und in der neutrale: 
Lésung der NH,-Stickstoff ermittelt. An nach Sdérensen titrierbaren 
Stickstoff wurde gefunden: 0.07781 g. Berechnet: 0.08806. 

Mithin betindet sich der gréBte Teil des Stickstoffs in Form von 
NH,-Gruppen. Das Verhaltnis des Amino- zum CGesamtstickstoff 
betragt 88,36 Proz. 

Es wurde somit erértert, daB durch die Autoklavenhydrolyse der 
Seide mittels 25proz. Ameisensiure dasselbe Resultat erzielt wird, wi 
mittels 4- bis 5proz. starker Mineralsiuren. Die in der Seide pri 
existierenden Anhydridformen kénnen bei der Spaltung mittels 25 proz 
Ameisensiure nicht ausgeschieden werden, da sie bei solch einer B« 
handlung hydrolysiert werden. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 73, 459, 1911. 
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Uber den Chloridgehalt im Blute 
bei milehgebendem Vieh wihrend des Melkaktes. 


Von 
A. Krestownikolf. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut, Lund.) 


(Eingeqangen am 19. Januar 1927.) 


In einer von mir zusammen mit Carlens (1) ausgefiihrten Arbeit 
haben wir gezeigt, dab der Melkakt als solcher eine Senkung des Glykose- 
gehalts des Blutes herbeifiihrt, die unter gewissen Umstanden sehr 
betrachtlich werden kann. Die Entstehung dieser Hypoglykimie 
kann zufriedenstellend durch die Annahme erklirt werden, dab der 
Blutzucker die Muttersubstanz fiir die Lactose der Milch bildet, sowie 
daB der Melkakt eine temporire Forcierung der Milchproduktion zur 
Folge hat. Der hierdurch entstandene erhéhte Verbrauch von Glykose 
sollte durch ein entsprechendes Einstrémen von Glykose in das Blut 
nicht momentan kompensiert werden kénnen. Hierdurch muB eine 
kurzdauernde Verminderung des Blutzuckergehalts zustande kommen. 

Im Zusammenhang mit dieser Untersuchung hat mir Prof 
E. Widmark vorgeschlagen, zy untersuchen, ob der Gehalt des Blutes 
an Chloriden wahrend des Melkaktes eine Veranderung erleidet. Die 
Chloride sollen sich namlich auf eine wesentlich andere Weise verhalten 
als die Glykose. Der Glykosegehalt des Blutes ist bei Kiihen in der 
Regel niedriger als 0.1 Proz. und der Lactosegehalt der Milch erreicht 
ungefahr 5 Proz., woraus sich ergibt, daB bei der Milchbildung eine 
erhebliche Konzentration von Kohlehydraten stattfinden mub. Die 
Konzentration der Chloride im Blute ist aber drei- bis viermal so grob 
als in der Milch. Vergleicht man den Chloridgehalt des Plasmas mit 
dem der Milch, so wird die Differenz noch gréBer, da sich die Chloride 
hauptsachlich im Plasma und nicht in den Blutkérperchen vorfinden 
Bei der Milchbildung muB also hier — verglichen mit den Kohle 
hydraten eine ganz entgegengesetzte Erscheinung zu beobachten 
sein. Die Fliissigkeit, die die Milchdriisen verlaBt, ist in bezug auf die 


Chloride weniger konzentriert als das Blut und es mub demnach bei 
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der Milchbildung ein Hintanhalten dieser stattfinden. AuBerdem 
besteht ein intimer Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Chloride) 
im Blute und in der Milch (2, 3), indem bei einer Zunahme des Chlorid 
gehalts im ersteren auch unmittelbar der Gehalt in letzterer steigt, ein: 
Erscheinung, die an einen unvollstandigen Diffusionsausgleich erinnert 
Die Lactosekonzentration in der Milch scheint dagegen vom Blut 
zuckergehalt ziemlich unabhingig zu sein. 

Aus diesen Griinden hat man daher nicht zu erwarten, daB de: 
Chloridgehalt des Blutes auf die gleiche Weise wie der Glykosegehalt 
wihrend Perioden mit erhéhter Tatigkeit der Milchdriisen sinken wird 
Es sollte eher das entgegengesetzte Verhaltnis eintreffen. Ein gewisses 
Hintanhalten der Chloride des Plasmas bei gleichzeitiger Ausscheidung 
eines bedeutenden Teiles seines Wassers sollte eine Erhéhung des 
Chloridgehalts des Blutes herbeifiihren kénnen, wenn nicht ein Aus 
strémen von Chloriden in die Gewebe und in den Harn mit hinreichende: 
CGeschwindigkeit erfolgt. 

Die Versuche wurden derart ausgefiihrt, dab Blutproben eine: 
kleinen Ohrvene vor, waihrend und nach dem Melken entnommen 
wurden. Das Melken geschah bei Kiihen in der Regel mit der Maschine 
Der Chloridgehalt wurde mit der Mikromethode von Bang bestimmt 
Die Werte sind als Cl’ berechnet. 

Um festzustellen, ob die Milchmenge durch die Irritation bei der 
Probenahme nicht wesentlich vermindert wurde, wurde die wahrend 
des Versuchs erhaltene Milchmenge abgemessen und mit der Produktion 
der vorhergehenden Tage verglichen. 

Aus den Versuchen mit Kiihen (Tabelle 1) ergibt sich, daB de: 
Chloridgehalt durch den Melkakt keine wesentliche Verianderung 
erfahrt. In gewissen Versuchen kann man aber eine ganz unbedeutend 
Tendenz zu einer Erhéhung des Chloridgehalts im Blute wahrend des 
Melkaktes oder unmittelbar danach konstatieren. Diese Erhéhung 
iiberschreitet aber nur selten die Fehlergrenzen der Mikromethode 
Vielleicht wiirde sich das regelmaBige Auftreten dieser Erscheinung 
durch eine genauere Methode feststellen lassen. Die Erhéhung ist aber 
so unbedeutend, daB der osmotische Druck des Blutes, der zum groBen 
Teile durch die Chloride aufrechterhalten wird, keine wesentlich: 
Erhéhung erleidet. Dies stimmt mit mehreren Beobachtungen andere: 
Untersucher, die den osmotischen Druck des Blutes bei Kithen unte: 
verschiedenen physiologischen Verhaltnissen gemessen haben (3, 4). 

Auch bei der Ziege (Tabelle I1) kann man die gleiche Erscheinung 
beobachten. In vier von den sechs ausgefiihrten Versuchen ist de: 
Chloridgehalt wihrend oder unmittelbar nach dem Melken héher als 
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Tabelle I. 


Der Chloridgehalt des Blutes von Kiihen unmittelbar vor, wahrend und 


nach dem Melkakt. 





Milchmenge in kg Chloridgehalt in Prozenten 
Datum “Tiers wahrend gyn, wabrend 2, 10 Mimo) Min 
pro Tag _ des eats ae des 
Versuchs Melken Melkens nach dem Melken 
i. 456 12 5 032 0,32 0,32 0,29 
25. IX. 449 19,5 9 0,28 0,28 0.39 
28. IX. 306 16 8,1 0,30 0,29 0,30 — 
4: Z. 449 19.5 10.5 0.27*) 0383 0.34 0,30 
28. IX. 55D 14.5 7.8 0,32 O32 O32 - 
23. IX. 457 14.5 7.5 0,28 0,27 0,29 031 
1. IX. 326 12 6,1 0,32 0,34 0.30 
- 491 11.5 6 0,29 0,29 - 031 
39. 1X. 555 14.5 5,2 0,30 O31 0,32 — 
0, TX. 592 1S 5.1 0,29 0,28 0,29 


*) 10 Min. vor dem Melken 
T abe lle Tl. 
Der Chloridgehalt im Blute einer Ziege unmittelbar vor, wahrend und nach 
dem Melkakt. Die Ziege wurde morgens und abends gemolken. Die obere 
Halfte der Tabelle gibt die Resultate fiir das Morgenmelken, die untere die 
fiir das Abendmelken wieder. 





Der Chloridgehalt im Blute in Prozenten 


) M se 
Detem hilchmenge ai Melk wahrend des 5 bis 10 Minuten ° 
com 1 Ge eee Melkens nach dem Melken 

22. X. 1330 0,25 0,29 0,30 

23. X. 1100 0.29 0.39 0.31 

25. X. 1320 0,29 0,29 031 

a7. 1100 0,28 0,29 0,30 

24. X. $20 0,30 0,29 0,30 

Ae a 620 0,30 0,30 0,30 


Literatur. 
1) O. Carlens und A. Krestownikoff, diese Zeitschr. 181, 176 bis 182, 
1926. — 2) W. Denis und W. Sisson, Journ. of biol. Chem. 46, 483 bis 492, 
1921. 3) F. H. van der Laan, diese Zeitschr. 71, 289 bis 305, 1915. 


4) Ch. Porcher, Le Lait 3, 11 bis 21, 1923. 
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Beitrag zur Kenntnis des oxydativen Abbaues der Glucose. 


Il. Mitteilung: 
Uber die Oxydation der Brenztraubensiure. 


Von 
B. Bleyer und W. Braun. 


(Aus dem chemischen Institut der Hochschule fiir Landwirtschaft und 
Brauerei Weihenstephan. ) 


(Eingegangen am 20. Januar 1927.) 


In den Untersuchungen iiber den oxydativen Abbau der Glucose‘) 
mittels Chloramin in alkalischer Lésung wurde die Vermutung aus. 
gesprochen, daB die Oxydation iiber die Brenztraubensiure verliuft 
Die Brenztraubensaure selbst wurde dabei weder isoliert noch sonstwie 
nachgewiesen. Die Vermutung beruhte auf den experimentellen Tat 
sachen, daB 1 Mol Glucose 8 Aquivalente Sauerstoff verbraucht und 
quantitativ Essigsiure und Kohlensaure liefert. Wenn bei dieser 
Reaktion wirklich Brenztraubensiure als Zwischenprodukt auftritt 
so muB die Reaktion vollstindig gleichartig verlaufen, wenn man 
an Stelle der Glucose Brenztraubensaiure selbst als Ausgangsmaterial 
in die Reaktion einfiithrt. 1 Mol Brenztraubensiure miiBte also bei 
der Oxydation mit Chloramin 2 Aquivalente Sauerstoff verbrauchen 
und 1 Mol Essigsiure und 1 Mol Kohlensaure liefern. 

Die Untersuchungen wurden, abgesehen von einigen nebensiich 
lichen Modifikationen, methodisch ganz gleich durchgefiihrt, wie bei 
der Glucose'). Sie zerfallen also im wesentlichen auch in drei Teile 

1. Jodometrische Messung des von | Mol Brenztraubensaure ver- 

brauchten Sauerstoffs. 

2. Acidimetrische Messung der entstandenen Essigsaure. 


3. Acidimetrische Messung der entstandenen Kohlensaure. 

Zunachst wurden die Reaktionsbedingungen (Reaktionszeit und 
Temperatur sowie Alkalitaét der Lésung) vollstandig gleich eingehalten 
wie bei der Oxydation der Glucose. Dabei zeigte sich, daB die Reaktion 


1) Diese Zeitschr. 180, 105, 1927. 
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nicht zu Ende gefiihrt ist. Es wurde nun die Reaktionstemperatur und 
die Alkalitat der Lésung konstant gehalten und die Reaktionszeit 
systematisch gesteigert. Es ergab sich, daB unter denselben Bedingungen. 
unter denen die Glucoseoxydation in 15 Minuten quantitativ abliuft, 
die Brenztraubensaurereaktion 30 Minuten benédtigt. Diese Tatsache 
laBt sich damit erklaren, dab die Brenztraubensaure, welche im Verlauf 
der Glucoseoxydation in statu nascendi entsteht, viel reaktionsfihiger 
ist als gewohnliche Brenztraubensiure, welche vermutlich viel stabiler 
und eventuell in einer polymeren Form vorliegt. In allen vorliegenden 
Versuchen wurde daher eine Reaktionszeit von 35 Minuten eingehalten. 


Angewandt: 2,50 cem 0,100 n NaOH, 
2,00 .. 0,1276 n Chloramin, 
2,00 ,, H,O (im Blindwertversuch) 
bzw. 2,00 ., 0,0288 mol. Brenztraubensdurelésung 
(im Hauptversuch), 
35 Minuten Reaktionszeit auf dem siedenden Wasserbad. 


Nach der Reaktion ansaiuern mit etwa 2 cem 30proz. Essigsiure, dazu 
leem etwa IlnkKJ, Titration mit 0,100 n Thiosulfat. 

[Die Brenztraubenséurelésung wurde in der Weise hergestellt, dab 
2,00 cem Brenztraubenséure (spezifisches Gewicht 1,267, Mol.-Gew. 88,03) 
mit Wasser zu 1 Liter gelést werden. ] 

Verbraucht: 1. im Blindwertversuch 

(2,43) 
2,42 
2,44 
2,41 
2.43 
2,40 


Mittel: 2.420 cem 0,1 n Thiosulfat 


2. im Hauptversuch 
(1,32) 
1,29 


1,29 ; n — 
Mittel: 1.285 cem 0,1 n Thiosulfat 





Die Beriicksichtigung des Blindwertes erfolgt in folgender Weise : 


In die Reaktion eingefiihrt 2,00 cem 0.1276 n 


RP Pr ee re 0,2552 Milli-Aquivalente 
Im Blindwertversuch gefunden 2.00 cem 
Ree meee wt tk ee 0,2420 


Differenz wurde durch das Kochen mit Alkali 
SN 4" 4. et, es he a se ee 0,0132 Milli-Aquivalente 


Hierbei war das gesamte Chloramin wahrend der ganzen Reaktions- 
zeit der zerstérenden Wirkung des Alkalis ausgesetzt. Dies ist beim 
Hauptversuch nicht der Fall, weil ein groBer Teil des Chloramins von 


21¢ 
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der Brenztraubensaure verbraucht wird. Also darf auch nicht der ganz 
Blindwert (0.0132 Milli-Aquivalente), wie er im Blindwertversuch gs 
funden wurde, im Hauptversuch in Rechnung gesetzt werden, sonder 
nur ein Teil davon. Im Blindwertversuch waren wahrend der ganze) 
teaktionszeit der zerstérenden Wirkung des Alkalis 0.2420 Milli 
Aquivalente ausgesetzt, im Hauptversuch hingegen nur 0,1285 Milli 
Aquivalente. Der experimentell gefundene Blindwert 0,0132 ist also 
. 1285 a a 

im Verhiltnis —  — zu teilen = 0.0070 Milli-Aquivalente. Der aut 
diese Weise errechnete Blindwert ist etwas zu klein. Da die Reaktion 
zwischen Chloramin und Brenztraubensiure nicht momentan verliuft 
ist mehr Chloramin der zerstérenden Wirkung des Alkalis ausgesetzt 
als beim Hauptversuch als Restchloramin gefunden wird. Statt 0.0070 
wird also 0,.0L0 (Mittel zwischen 0.07 und 0.013) als Blindwert ein 
gesetzt. Statt des Titerwertes des Chloramins 0.2552 Milli-Aquivalent: 
wird also der reduzierte Titerwert 0,2552 bis 0,0L00 = 0,2452 Milli 
Aquivalente angenommen. 

Ks ist klar, daB unter diesen Umstanden keine gréBere Genauigkeit 
als etwa 1 Proz. erreicht werden kann. 


I. Auswertung des Versuchs. 


In die Reaktion eingefiihrt . . . . = 0,2452 Milli-Aquivalente 
Nach der Reaktion gefunden .. . 0,1285 


Differenz von der Brenztrauben- 
siure verbraucht ..... . 0,1167 Milli-Aquivalente Chloramin 


In die Reaktion eingefiihrt 2,00 cem 

0,0288 mol. Brenztraubensaure . 0,0576 Millimol Brenztraubensiure 
Also wurden verbraucht 2,026 Milli-Aquivalente Chloramin pro Millimol 

Brenztraubensaure. 

Dieser Versuch beweist mit einer Genauigkeit von etwa 1 Proz 
daB 1 Mol Brenztraubensiure 2 Azuivalente Sauerstoff verbraucht. 


Il. Messung der entstandenen Kohlensiure. 
Angewandt: 2,50 cem 0,100 n NaOH, 

2,00 ,, 0,1276 n Chloramin, 

2.00 ,, 0,0288 mol. Brenztraubenséurelésung, 


35 Minuten Reaktionszeit auf dem siedenden Wasserbad 


Nach der Reaktion wird der Lésung etwa 1 g festes NaCl und etwa 
20cem gesittigte BsCl,-Lésung zugesetzt und weitere 10 Minuten 
gekocht. Dsnn wird zentrifug ert und die klare Lésung von dem ge 
fillten BiCO, dekantiert. Durch mehrmoliges Auffiillen mit Wasser 
Zentrifugieren und Dekantieren wird das BaCO, vollig rein erhalten 
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Das BaCQ, wird dann mit 3,00 cem 0,100 n H, SO, tibertitriert, durch 
Digerieren und Erwarmen vollstandig zur Lésung gebracht und mit 0,100 n 
NaOH zuricktitriert (Phenolphthalein als Indikator). 

Verbraucht: 1,87 

1,88 
1.86 
1,87 
1.86 





Mittel: 1,868 cem 0,100 n NaOH 


In der Reaktion gefunden 0.3000 bis 


ae ; a 0,1132 Milli Aquiv. Kohlenséure 
In die Reaktion eingefiihrt . wet 0.0576 Milli-Aquiv. Brenztrauben- 
siure 


Das sind 1,97 Milli-Aquivalente Kohlensaéure pro Millimol Brenztraubensaure. 
{ } 


Damit ist mit einer Genauigkeit von etwa 1,5 Proz. erwiesen, dab 
aus I Mol Brenztraubensdure 2 Aquivalente | 1 Mol) Kohlensdure 
entstehen. 

Ill. Messung der entstandenen Essigsiure. 

Angewandt: 2,50 cem 0,100n NaOH, 

2.00 ,, 0,1276n Chloramin, 
2.00 ., 0.0288 mol. Brenztraubensaure, 
35 Minuten Kochen auf dem siedenden Wasserbad. 

Nach der Reaktion wird die Lésung mit 3,00 cem 0,100 n H,SO, 
iibertitriert, weitere 10 Minuten gekocht und mit 0,100n NaOH zuriick 
titriert (Phenolphthalein als Indikator). 

Verbraucht: 1,00 

1.06 
1.06 > Mittel: 1,074 cem 0,100n NaOH 
1,06 
1,09 


In die Reaktion eingefiihrt 2,50 cem 


a ee 6,2500 Milli-Aquivalente Alkali 
Nach der Reaktion gefunden 0.3000 
I Sra ha oe or ne 0, 1926 


Differenz von der entstandenen Essig- 
siure neutralisiert : ie 0,0574 Milli-Aquivalente Alkali 


In die Reaktion eingefiihrt . . . . 0.0576 Millimol Brenztraubensaure 


Damit ist mit groBer Genauigkeit erwiesen. daB 1 Mol Brenz- 
traubensdure 1 Mol Essigsdure liefert. 


Zusammenfassung. 


Durch die angefiihrten Versuche konnte gezeigt werden, daB 
Brenztraubensiure in alkalischer Lésung durch Chloramin quantitativ 


zu Essigsiiure und Kohlensiure oxydiert wird und dabei 2 Aquivalente 


Sauerstoff verbraucht. Die Annahme, daB die Oxydation der Glucose 








314 B. Bleyer u. W. Braun: Oxydativer Abbau der Glucose. IT. 


mittels Chloramin, welche ebenfalls zu Essigsiure und Kohlensiur 
fiihrt, iiber die Zwischenstufe der Brenztraubensiure verlauft, wird 
dadurch wesentlich gestiitzt. 

Wir méchten nicht verfehlea, auf die Zusammenhinge unserer 
Feststellungen (1. und Il. Mitteilung dieser Serie) mit den bekannten 
und grundlegenden Arbeiten C. Neuwbergs iiber die Géarungsabliiuf: 
hinzuweisen. Die Oxydation der Glucose fiihrt unter den geschil 
derten Zustanden zu den gleichen Schliisselsubstanzen des Hexosen- 
abbaues, wie sie bei der weinigen und anderen Garungen entstehen 


bzw. sehr wahrscheinlich sind. Wir werden bei der Fortsetzung 
unserer Arbeiten auf diese Beziehungen noch besonders eingehen. 
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Studien tiber Gewebsatmung. 


LUI. Mitteilung’): 


Der EinfluB des physikaliseh-chemischen Milieus auf die Atmung iiberlebender 
Warmbliiterorgane. 


Von 
IL. Reinwein und W. Singer. 
(Aus der medizinischen Poliklinik zu Rostock.) 


(Eingegangen am 21. Januar 1927.) 


Nachdem bei Untersuchungen iiber die Aufnahme von Sauerstoff 
durch das tiberlebende Warmbliiterprotoplasma sich eine im Vergleich 
zum lebenden Tiere auffallende GleichmaBigkeit ergeben hatte (1), 
galt es der Frage naiher zu treten: .,Welches sind die besonderen Ein- 
richtungen, mittels derer der iiberlebende Organismus seine Eigen- 
gewebsatmung dem Energiebedarf des Gesamtorganismus anpassen 
kann ’?** Wie schon in der fritheren Mitteilung bemerkt wurde, kénnte 
man daran denken, daB die VerbrennungsgréBe cine Variable der 
Durchblutungsgr6Be und damit auch der Summe der vorhandenen 
BlutgefaiBe sein kénnte. Leider liegen bisher zu wenig Untersuchungen 
iiber die Anzahl der BlutgefaiBe, besonders der Kapillarenanzahl pro 
Gewebseinheit der einzelnen Tierklassen vor. Es erscheint aber doch 
das eine daraus hervorzugehen, daB die Summe der Kapillaren mit 
zunehmender GréBe des Tieres etwas abnimmt. Man kann also von 
diesem Gesichtpunkte aus eine Determinante finden, die dahin wirken 
kénnte, daB die AtmungsgréBe der Zellen von demselben Organ ver- 
schiedener Tiere auffallend gleich ist, sie reicht aber noch nicht aus, 
es miissen noch andere Vorrichtungen vorhanden sein, die nach Ent- 
nahme aus dem Zellkomplex, dem Organ bzw. dem Gesamtorganismus 
entfallen. 


!) Die wichtigsten Tatsachen dieser Arbeit wurden bereits auf der 
zweiten Tagung der nordwestd. Vereinigung fiir innere Medizin, Januar 1925, 
mitgeteilt. Vgl. weiter E. Grafe, Deutsch. med. Wochenschr. 1925, Nr. 16, 
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I. Wirkung yon Anderungen der Isotonie. 


Wir wissen aus den bekannten Untersuchungen von Jean Jaqu 
Loeb, Ringer, Warburg u.a., wie weitgehend jede LebensiuBerun: 
von der Zusammensetzung der Umspiilungsfliissigkeit beeinfluBt werd: 
kann. Die erste Teilfrage war alsc, wie verhalt sich die Atmung, wenn 
die osmotische Kraft der Nahrfliissigkeit bei gleichbleibender proze: 
tualer Zusammensetzung geiindert wird, oder, mit anderen Worten 
ergibt sich ein Unterschied in dem Sauerstoffverbrauch der Zellen 
desselben Organs, wenn man einige in einer Ringerlésung atmen abt 
deren osmotische Kraft, gemessen in der Gefrierpunktserniedrigung 
gleich der des Blutes des betreffenden Tieres ist, wihrend andere in 
einer Ringerfliissigkeit suspendiert sind, die zum Blute hypo- oder 
hypertonisch ist / 

Tabelle 1 zeigt einige diesbeziigliche Untersuchungen Betreffs 
der Methode sei erwihnt, daB wir uns in allen diesen Untersuchungen 
einer Ringerlésung bedienten, die nach den Angaben von Warburg (2 
zusammengesetzt war. Den Verbrauch an Sauerstoff bestimmten wir in 
diesem Falle nach der in dieser Publikation angegebenen Method 
Es wurden nur solche Kontrollbestimmungen verwandt, bei denen di: 
Doppelbestimmungen nicht iiber 10 Proz. differierten. 


Tabelle I. 
EinflubB der osmotischen Kraft. 


Sauerstoffaufnahme pro Gramm Gewebe suspendiert in Ringerlésung 
von wechselnder Konzentration in I Minute bei 37°. 


Versuche an Kaninchenleber. 





Sauerstoffaufnahme Sauerstoffaufnahme 

J 056 J014 
be! 0.152 bel 0.092 

0,128 0.08 

; JS 0,56 JS 0,27 
M de) ! ‘ ard 
Pe nr | bei 0,092 hei 0,004 
0,098 0,073 

J OD6 J 035 
bel 0.148 bei 0.159 
0,146 0,145 
0,56 S075 
bei 0,141 bei 0117 
0,137 0,115 
J 056 J 0102 
bei 0,163 bei 0.09, 0.089 


0.168, 0.165 0,099, 0.1038 
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Sauerstoffaufnahme pro Gramm Gewebe suspendiert in Ringerlésung 
bei wechselnder Konzentration. 


Versuche an Meerschweinchenniere. 





Sauerstoffaufnahme Sauerstoffaufnahme 
J O56 J0A14 
bei O36, O35S8 bei 0.173, 0.175 
0.38, 036 0,23, O24 
= AS OD6 bei JS 0,27 
ye] 0.38, O35 0.37, O35 
JS 056 J OBD 
bel 0.371 bei 0.372 
0.35 O34 
™ JS O56 bei J 0.75 
, 0,317, 0,314 0.189, 0,181 
J 0,56 J 1,92 
bei 0,352, 0,348 bei 0,172, 0.158 
040, O38 0,25, 0,23 


Aus diesen Versuchen geht hervor, da®B es uns durch kleine Ande- 
rungen des 4 niemals, weder bei der Leber noch bei der Niere, gelang, 
den Sauerstoffverbrauch auBerhalb der Fehlergrenze (= 10 Proz.) zu 
steigern, die Vitalitat wird aber gestért, sobald die Differenz des J nach 
oben oder nach unten gegeniiber dem normalen osmotischen Druck 
groB wird. Nach unseren Versuchen liegt das giinstigste Milieu zwischen 
10.35 bis 40,75. Auffallend erschien es uns, dab die Nierenzellen 
relativ leicht alteriert werden, obgleich doch ihr Sekretionsprodukt, 
der Harn, bei normalen Menschen weitgehende Schwankung_ betreffs 
des osmotischen Druckes zeigt. 


Unger (3) fand bei Untersuchungen tiber den EinfluB hypo- und hyper- 
tonischer Lésungen auf die Sauerstoffaufnmahme des isolierten Frosch 
riickenmarks, daB hypotonische Kochsalzlésungen bis herunter zum 
destillierten Wasser keinen KinfluB auf die OxydationsgréBe des von der 
Pia noch umhiillten Riickenmarks ausiiben, wenn auch dadurch die Reflex- 
erregbarkeit friiher oder spaiter in meist irreversibler Form aufgehoben 
wurde. Hypertonische Kochsalzlésungen dagegen verursachen nach ihm 
ein Steigen des Sauerstoffverbrauchs mit einer anfanglichen Steigerung 
aber bald nachfolgender Aufhebung der Reflexerregbarkeit. Battelli und 
Stern (4) zeigten schon 1907, daB hypertonische Kochsalzlésung auf die 
Atmung fein verteilter Muskulatur von Mammalia hemmend wirkt. Zu dem- 
selben Ergebnis kam Thunberg (5) bei Versuchen mit Froschmuskulatur, 
wobei er sich gasanalytischer Methoden bediente. In dieser Arbeit weist 
Thunberg auch darauf hin, wie schwierig es ist, dieses Problem experimentell 
einwandfrei anzugreifen. Es ist ja nicht méglich, den osmotischen Druck 
zu variieren, ohne auch die chemischen Faktoren der Umspiilungsfliissigkeit 
zu andern, auch die py-Konzentration wird, wenn auch nur wenig, so doch 
sicher verandert. Wie aus friiheren Untersuchungen von Warburg, Biichner 
und Grafe (6) und eigenen, iiber die im folgenden berichtet wird, hervorgeht, 
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ist der EinfluB der H-loneninderung wohl praktisch zu vernachlassigen 
Ahlgren (7) kommt nach seinen Versuchen zu dem Ergebnis, daB man au 
der Konstanz des Reduktionsvermégens gegeniiber Methylenblau sowoh|! 
in Phosphat- wie Kochsalzversuchen mit ziemlich groBer Sicherheit den 
SchluB ziehen kann, da®B die Oxydationsintensitét in den Geweben fiir 
Variationen des osmotischen Druckes innerhalb eines Gebiets, das sich von 
der Isotonie bis zu relativ niedrigen Werten heraberstreckt, unempfindlich 
ist. Meyerhof (8) gibt an, daB bei der Wirkung des Phosphats auf dix 
Gewebsatmung auch der osmotische Druck auf die Weise maBgebend ist, 
daB die Atmung sowohl bei Erhéhung als auch bei Verringerung der Kon 
zentration um 1,5 Proz. herabgesetzt wird. 

Wir haben nur die Leber- und Nierenzellen untersucht, glauben 
aber kaum, da die iibrigen Driisen sich anders verhalten. LieBen 
wir die Zellverbiande linger als eine Stunde in dem geianderten Milieu 
so sank der Sauerstoffverbrauch, berechnet auf eine Zeiteinheit, imme! 
mehr, der Sauerstoffverbrauch stieg auch nicht wesentlich wieder 
an, wenn man die betreffenden Organschnitte wieder in eine Nahr 
fliissigkeit legte, deren J dem des Blutes entsprach. Man kann das 
Ergebnis dieser Versuche wohl dahin zusammenfassen: Anderung des 
Milieus betreffs osmotischer Konzentration, gemessen in der Gefrier 
punktserniedrigung, bewirkt héchstens eine Schidigung der Zellen 
wenigstens was die Sauerstoffaufnahme betrifft, es handelt sich allem 
Anschein nach dabei nicht um einen reversiblen ProzeB. Geringere 
Anderung des osmotischen Druckes, d h. J 0,35 bis J 0,75, die aller- 
dings im lebenden Organismus, soweit wir wissen, nicht mehr vor- 
kommen (abgesehen von der Niere), sind ohne nachweisbare Ein- 
wirkung auf die Sauerstoffzehrung. Es erscheint dies von besonders 
praktischem Werte, weil man bei Versuchen am iiberlebenden Gewebe 
nicht besondere MaBnahmen zu ergreifen braucht, um den osmotischen 
Druck angstlich konstant zu halten. Zu demselben SchluB kommt 
Ahlgren (1. ¢.). 


Il. Wirkung der Anderungen der H-lonenkonzentration. 


Seit den Untersuchungen von Winterstein iiber die Erregbarkeit des 
Atemzentrums und den zahlreichen Arbeiten iiber den EinfluB der 
H-Ionenkonzentrationen auf alle méglichen vitalen Vorgange und der 
Ausbildung einer guten Untersuchungstechnik, sind wir gewohnt, mit einer 
Abhangigkeit biologischer, ja rein chemischer Prozesse von dem py der 
Umgebung zu rechnen. Untersuchungen iiber den Einflu®B der Aciditat 
bzw. Alkalitét auf die Oxydationen in den Geweben wurden schon von 
Battelli und Stern (9) angestellt, bevor es méglich war, die aktuelle Reaktion 
genau zu messen. Sie fanden, daB die Hauptatmung durch eine geringe 
Alkalitat des Milieus verbessert, durch eine staérkere O H-Ionenkonzentration 
aber ganzlich vernichtet wird. Refraktar soll sich im Gegensatz hierzu bei 
den erwahnten Anderungen die akzessorische Atmung verhalten. Uber- 
wiegen der H-Ionen schadigte beide Arten der Atmung. Thunberg (10) 
fand in seinen mikrorespirometrischen Versuchen tiber den Einflu8 des px. 
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lal’ sowohl OH- wie H-lonen hemmend wirken. Warburg (11) wies nach, 
daB die Sauerstoffaufnahme bei Strongylocentrotuseiern bei Zunahme der 
OH-lonen wichst. Loeb und Wastene y (12), Clendon und Mitchell (13) 
kamen zu demselben Ergebnis bei Arbacia bzw. Seeigeleiern. Meyerhof 
erwaihnt in seinen Arbeiten tiber die Atmung der Froschmuskulatur, da 
das Atmungsoptimum am Neutralpunkt oder ganz wenig nach der alkalischen 
Seite verschoben liege. Zu demselben Ergebnis kommt Thunberg 1920 (14). 
Warburg (1. c.) hatte die Wirkung der OH-Ionen auf die Oxydations- 
yeschwindigkeit der Strongylocentrotuseiern hauptsachlich als Folge einer 
physikalischen oder chemischen Zustandsénderung der umgebenden Plasma- 
haut angesehen. Ellinger und Landsberger (15) weisen mit Recht darauf 
hin, daB auBer dieser Warburgschen Erklarung noch weitere Méglichkeiten 
in Betracht zu ziehen sind, einmal kénnten die Aminoséiuren in der COO H- 
Gruppe starker dissoziiert sein und leichter verbrannt werden, andererseits 
konnte auch eine lokale Anhaufung der OH-Ionen in der Zelle selbst be- 
deutsam werden. Der Angriffspunkt ware, in der Warburgschen Termino- 
logie tiber die Atmung am Kohlenmodell gesprochen, an den Brennorten oder 
am Brennmaterial zu suchen. Bei den Brennorten ware zwischen einer 
Wirkung auf Katalyse oder Adsorptionsainderung zu unterscheiden. Sie 
stellten diesbeziigliche Versuche mit gewaschenen Ganseerythrocyten an 
und kamen zu dem Ergebnis, daB die eigentliche Zellreaktion durch die 
primire starke Pufferung der Zellen fast nicht beeinfluBt wird. Quellungs- 
und Adsorptionsfahigkeit bleiben unverandert, es zeigte sich auch kein 
EinfluB auf die Eisenkatalyse. Sie sehen daher den Angriffspunkt fiir die 
H-lonenkonzentration lediglich im Brennmaterial durch eine Ahderung der 
Dissoziation in der COOH- bzw. in der NH,-Gruppe. Es ergab sich betreffs 
des Sauerstoffverbrauchs eine fast lineare Abnahme mit wachsender 
H-lonenkonzentration. Schon in seinen ersten Arbeiten tiber die Carcinom- 
zelle wies Warburg darauf hin, daB bei Schwankung des py zwischen 6,5 
und 8,5 keine wesentliche Beeinflussung der Leber- oder Carcinomzellen- 
atmung erkennbar wird. 

Es erscheint nicht von vornherein erlaubt, Erfahrungen am See- 
igelei oder intakten roten Blutkérperchen auf Versuche an den Warm- 
bliiterzellverbanden zu tibertragen. Bei Untersuchungen der Gewebs- 
schnitte handelt es sich ja um Zellen, die aus einer Gesamtheit heraus- 

% 

gelést sind, wihrend man das Ei als solches woh] doch noch als Gesamt- 
organismus bezeichnen kann. Biichner und Grafe kamen, wie schon 
erwihnt, zu demselben Ergebnis. Wenn wir nochmals diesbeziigliche 
Untersuchungen anstellten, so geschah es, um festzustellen, ob nicht 
auBerhalb der von Warburg, Grafe und Biichner gezogenen Grenzen, 
die zwar an sich schon weit auBerhalb der im lebenden Organismus 
allseits angenommenen H-lonenschwankungen liegen, eine Anderung 
eintreten kann. 

Auch hier bedienten wir uns der alten Warburgschen Methode, eine 
Variation des py bei sonst gleichbleibender osmotischer und prozentualer 
Verteilung der in der Umspiilungsfliissigkeit vorhandenen Elemente, 
erreichten wir durch Anwendung der von Rhode und Saito (16) empfohlenen 
Durchspiilungsfliissigkeit. Vor und nach jedem Versuch priiften wir mit 
Hilfe der Michaelisschen Indikatorenmethode die Reaktion und konnten 
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uns einerseits von der Richtigkeit der von obengenannten Autoren a 

gegebenen py tiberzeugen, andererseits auch ersehen, dai die Reaktion na: 

ein- oder zweistiindigen Versuchen in, der Flissigkeit annahernd diesel! 

geblieben war. Nichts kénnen wir dariiber aussagen, ob nun tatsachlir 

auch im Inneren der Gewebsschnitte eine wesentliche Anderung des 1 

eintrat. Schon vor Anstellung der eigentlichen Atmungsmessung versucht: 

wir durch Liegenlassen der Gewebsschnitte in der betreffenden Fliissigkeit 
die mit Sauerstoff durchperlt und haufig gewechselt wurde, das Pufferung:s 
vermoégen des Zellinhalts abzuschwachen, eine ganzliche Erschépfung ist 
selbstverstandlich nicht méglich, da man dann ja auch nicht mehr vor 
iiberlebenden Zellen reden kann. 


Tabelle 11. 
Meerschweinchenniere. 
Sauerstoffverbrauch, berechnet fiir 1 g Gewebe in 1 Minute 


bei 37° Temperatur. 





4.5 5.6 6,5 7,4 7,6 8.0 5,4 8.6 9.6 

0.180 0.3108 O.3099 

0.20 0.3057 0.312 

0,22 0,290 

0.1762 01975 0814 0382 

0.176 0200 0395 O31 
0.49 0.395 0,420 0,431 0,367 Kaninchen 
O37 0.365 0.426 0.440 0360 niere 


0.3845 040 042 OA 
0.375 0356 0438 0,42 


0.374 0,267 
0.365 0,272 
0.270 


Meerschweinchenleber. 
Sauerstoffverbrauch, berechnet fiir 1 @ Gewebe in | Minute 


bei 37° Temperatur. 





4,5 5,6 6,5 7,4 7,6 8.0 8,4 8,6 96 
0.048 0.0976 0.1153 
0,046 0.0977 0,130 
0,062 0.0868 0,108 0,130 
0.0686 0.093 0.113 0,125 
0.051 0,073 0,074 0,088 0,096 
0.050 0.071 0,072 0,092 0.098 
0.087 0,094 | 0,104 0,066 
0,085 0,093 0.111 0,062 
0,087 0.110 0111 0,063 
0,031 0.120 0.114 0,068 
0.089 
0.041 0,989 0,095 0,060 


0,046 0,088 0,093 0.062 
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H2 
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Tabelle Il zeigt den EinfluB des py auf die Sauerstoffzehrung, 
vir méchten an dieser Stelle darauf hinweisen, daB wir, auch wenn 
keine Anderung des Sauerstoffverbrauchs eingetreten ist, nicht ohne 
weiteres annehmen, da intermediare Vorgange dann auch nicht beein 
fluBt sind 

Aus der Tabelle ist zu ersehen, da die isolierten Zellen auffallend 
zihe, unbeeinfluBt von der Reaktion des umspiilenden Milieus die 
\tmungsgréBe beibehalten. Ob es sich hierbei lediglich um das Ver- 
mégen der guten Pufferung handelt, kann man vorerst nicht definitiv 
sagen. Eine Verschiebung auf die alkalische Seite laBt ein geringes 
\nsteigen der Sauerstoffzehrung erkennen, es sei hier betont, daB wir 
nur solche Versuche verwerteten, bei denen die Warburgsche Grund- 
forderung erfiillt war: GleichmaBiger Sauerstoffverbrauch innerhalb 
der jeweiligen Ablesungszeiten. Innerhalb einer Stunde war dies bei 
len angefiihrten Untersuchungen erfiillt, verlangerte man die Unter- 
suchungsdauer, so fingen die Zellen in den extremsten Versuchs- 
bedingungen an, unregelmibBig Sauerstoff aufzunehmen Hin und 
wieder machten wir bei anderen Versuchen die Beobachtung, dab 
manchmal, wenn die Umspiilungsfliissigkeit extrem alkalisch wurde 
iz. B. durch Uberkippen der Kalilauge in das gréBere Reservoir), nach 
der iiblichen Wartezeit, die eine gleichmaBige Diffusion und Erwiirmung 
bewirken soll, in den ersten Minuten ein auffallender Sauerstoffverbrauch 
stattfand, in den nichsten Minuten wurde die Atmung immer geringer 
und hérte meistens nach kurzer Zeit ganz auf. Vielleicht geht also dem 
AbsterbeprozeB ein gesteigerter Sauerstoffverbrauch voraus oder mit 
ihm einher, wir méchten aber nicht aus einigen Beobachtungen, zu 
deren genauen Analyse man sich anderer Versuchstechnik bedienen 
miiBte, weitgehende Schliisse ziehen. Wir entnehmen unseren Unter- 
suchungen, da®B eine Anderung der umgebenden Reaktion bei iso- 
lierten Gewebszellen nur geringen EinfluB hat. Innerhalb der physio- 
logischen Grenzen ist die Sauerstoffzehrung praktisch die gleiche. 
Das Optimum liegt etwas nach der alkalischen Seite bei etwa py 8,0 
bis 8.4. Wie Ahlgren in seiner nach AbschluB unserer Versuche er- 
schienenen zusammenfassenden Arbeit angibt, haben Essen und Moller 
neuerdings die Einwirkung der H-lonen auf das Reduktionsvermégen 
der Muskulatur von Fréschen und Meerschweinchen mit der Methylen- 
blaumethode studiert. Sie fanden, daB das Reduktionsvermégen von 
6,5 mit zunehmender Alkaleszenz langsam steigt, bis etwa bei 8,3 ein 
Optimum erreicht ist. Diese Ergebnisse bestiitigen demnach unsere 
‘esultate. Zu ganz anderen Ergebnissen kam Ry/ffel (17), der den 
KinfluB des py des Milieus bei iiberlebendem Muskelgewebe mittels 
der Dinitromethode von Lipschitz untersuchte. Er fand das Optimum 
fiir die Sauerstoffzehrung der Frosch-, Meerschweinchen- und Tauben- 
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muskulatur bei py 9 bis 10 gelegen. Das gleiche py-Optimum fiir di: 
Atmung der Fischmuskulatur fanden Hess und Ryffel (18). 


Ill. Die Wirkung von Elektrolyten auf die Gewebsatmung. 
Es galt nun weiter, der Frage der Wirkung der Salze auf dix 
OxydationsgréBe der iiberlebenden Gewebsschnitte naiherzutreten 


Es handelt sich dabei von vornherein um eine Wirkung von Ionen und 
Molekiilen. Vor allem durch die Elektrolyttheorie von Kraus-Zondek (19) 
und ihren Mitarbeitern ist die Wichtigkeit der richtigen Verteilung: 
verhaltnisse der Calcium-, Kalium- und Natriumionen fiir den ungestérten 
Verlauf der Gewebsfunktionen dargetan worden. Zondek spricht ja direkt 
von einer Identitaét von Nerven- und Ionenwirkung. Arnoldi (20) bemiihte 
sich, zu zeigen, daB es méglich ist, den Sauerstoffverbrauch des isolierten 
Herzens in gesetzmaBiger Weise durch Anderung der Ringerfliissigkeit zu 
beeinflussen, so daB man sogar von einem biologischen Antagonismus 
zwischen Wasser und Kochsalz, Kalium und Calcium, Bicarbonat und 
Phosphat reden kann. Unger (1. c.) konnte unter Wintersteins Leitung bei 
seinen Untersuchungen am isolierten Froschriickenmark irgend einen Ant- 
agonismus zwischen Natrium-, Kalium-, Calciumionen hinsichtlich des 
Sauerstoffverbrauchs nicht finden. Kaliumsalze zeigten in iso- und hypotoni 
schen Lésungen keine Beeinflussung, in hypertonischen Lésungen trat eine 
Anderung des Sauerstoffverbrauchs ein. Calciumsalze wirken nach ihm in 
jeder Konzentration verschlechternd auf den Sauerstoffverbrauch. Unger 
nimmt als geeignetste Umspiilungsfliissigkeit die isotone Kochsalzlésung 
Thunberg (21) wies schon 1909 in seinen Mikrorespirationsversuchen die 
deletére Wirkung des Caleiums nach. Warburg (22) zeigte die Giftigkeit der 
Calciumionen in Versuchen mit lidierten Ganseerythrocyten, Me yerhof (1. ¢.) 
am Froschmuskelbrei, Klockmann und Moro (23) an Darmzellen. Lange (24) 
untersuchte den Einflu8 des Calciums sowohl auf den Glykogen-, Lact 
acidogen-, Milchsaiurestoffwechsel wie auch auf den Gasaustausch. Bei der 
Atmung fand er eine diphasische Wirkung. In Konzentrationen von molar 
bis m/125 erhielt er eine Hemmung, bei m/625, dagegen eine Steigerung 
iiber 15 Proz. gegeniiber dem Wasserwert. Lange bringt die Calciumwirkung 
in Zusammenhang mit kolloidchemischen Verainderungen. Gerade diese 
Langeschen Versuche zeigen, daB die Ionen an den iiberlebenden Zell 
verbanden ganz verschiedene Angriffspunkte haben kénnen. Das, was 
Weizsdcker (25) bei seinen Untersuchungen am Herzen fand, nimlich, dali 
bei regelmaBiger guter Herztatigkeit die Sauerstoffaufnahme nicht sehr grol} 
zu sein braucht, bei schlechter Tatigkeit dagegen sich oft ein Mehrverbrauch 
an Sauerstoff zeigt, diirfte bis zu einem gewissen Grade auch an den iiber 
lebenden Zellverbinden nachweisbar sein. Thunberg (26) hatte gezeigt. 
daB das Reduktionsvermégen, das mit destilliertem Wasser extrahierte 
Froschmuskulatur gegeniiber Methylenblau hat, durch Zusatz von Natrium 
chlorid und Kaliumchlorid verstérkt werden kann. Eine noch astarker 
Wirkung zeigte Zusatz von Phosphat. Ahlgren (1. ce.) findet, daB hyper 
tonische Kochsalzlésungen immer mehr oder minder hemmend wirken. 
Kaliumchlorid zeigte auf die Oxydationsintensitaét von ungewaschenem 
Froschmuskelbrei keine beschleunigende Wirkung. Ellinger (27) kommt 
bei Untersuchungen mit ausgewaschenen Ganseerythrocyten, die obendrein 
durch Gefrieren gesprengt wurden, zu dem Ergebnis, daB das Vorhandensein 
von Kalium in der Nahrlésung unbedingtes Erfordernis ist. Durch Herab 
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setzung der Kaliumkonzentration wird der OxydationsprozeB erheblich 
verschlechtert. Durch Vermehrung des Kaliums wird er zunichst ver- 
bessert, nimmt aber bei starkerer Vermehrung wieder ab. Das Kalium 
kann durch Rubidium ersetzt werden, ein Ersatz durch Casium ist nicht 
méglich. Unentschieden bleibt nach seinen Versuchen, ob das Kalium als 
fon wirkt oder infolge seiner radioaktiven Eigenschaft. 

Auch wir fanden, daB destilliertes Wasser auf die Sauerstoffzehrung 
deletir wirkte, es kombinieren sich ja in diesem Falle osmotische Ein- 
fliisse und der Mangel an Elementen. Fast immer schon nach einer 
halben Stunde, die wir wegen Temperaturausgleich abwarteten, war der 
Sauerstoffverbrauch praktisch erloschen. Wie aus Tabelle III ersichtlich, 
findet aber auch in physiologischer Kochsalzlésung ein geringerer 
Verbrauch statt, wie bei den Zellen, die in der von Warburg angegebenen 
Fliissigkeit suspendiert waren. Um die Wirkung der Calcium- und 
Kaliumionen zu verfolgen, kann man auf drei verschiedene Weisen vor- 
gehen. Man kann das Verhiltnis beider lonen zueinander andern oder 
eines der Elemente aus der Ringerfliissigkeit weglassen oder drittens zu 
einer Kochsalzlésung Kalium oder Calcium zufiigen. 


Tabelle III. 
Verhalten der Sauerstoffzehrung von Nierengewebsschnitten in gew6hnlichem 
Ringer, physiologischer Kochsalzlésung, Kochsalz und Natronbicarbonat, 
in Ringerlésung, der das Calcium fehlt. 





‘ Kochsalz und Ringer ohne Physiologische 
Gewohnl. Ringer Natronbicarbonat Calciumchlorid Kochsalziésung 
0,349, 0.356 0.301, 0,285 031, 029 0.175. 0.190 
0,305, 0309 — — 0,241, 0,285 . — 


0,249, 0,267 


Tabelle IV. 
Verhalten der Sauerstoffzehrung von Nierengewebsschnitten in gew6hnlichem 
Ringer, physiologischer Kochsalzlésung, Kochsalz- und Natronbicarbonat, 
in Ringerlésung, der das Kalium fehlt. 





. Kochsalz und Ringer obne Physioloyische 
Gewohnl. Ringer Natronbicarbonat Kaliumchlorid Kochsalzlésung 
0.35, 0,356 0,302 0.317, 032 0.167, 0170 
0,308, 0,399 0,278, 0,253 0,256, 0,322 -— -—— 


Tabelle V. 


Der gewohnlichen Ringerlésung wurden 0,2 ccm isotoner Kaliumchlorid- 
lésung zugesetzt, Versuch mit Kaninchenniere. 





Kontrolle mit Ringer Versuch 


0,425, 0,41 0,497, 0.39 








324 H. Reinwein u. W. Singer: 


Tabelle V1. 


Der gewohnlichen Ringerlésung wurden 0,2 cem isotoner Calciumchlori: 


lésung zugesetzt, Versuch mit Kaninchenniere. 





Kontrolle mit Ringer Versuch 


0.425, 0.41, 0.497 0.359, 0,336 


Tabelle VII. 


Verhalten in Kochsalz 0.2 cem isotoner Calciumchloridlésung; Kochsa! 





Natriumbicarbonat 0,2 cem Calciumehlorid. 
. , , Kochsalz + Bicarbonat Kochsalz 
Ringerkontrolle Kochsalzkontrolle + Calciumchlorid + Calciumenlorid 
0.364, 0.356 0.100, 0178 0,263, 0258 0,249, 0,245 


Tabelle V1I11. 





Verhalten in Kochsalz 0,2 cem isotoner Kaliumchloridlésung, Kochsalz 
Natriumbicarbonat 0,2 cem Kaliumchloridlésung. 
: ‘ Kochsalz + Natriums Kochsalz 
Ringerkontrolle Kochsalzkontrolle bicarb. + Kaliumchlor + Kaliumchlorid 
0.354, 0,346 0,190, 0,187 0,295, 0,297 0,263, 0,25 


Diese Tabellen stellen einen Auszug unserer Versuchsergebnisse 
dar, wir betonen, daB alle verwertbaren Ergebnisse in diesem Sinne 
ausfielen. Wir kénnen demnach nicht von einem direkten Antagonismus 
von Kalium und Caleium reden. Calciumchloridvermehrung scheint 
immer schidigend auf die Atmung zu wirken, diese Befunde decken 
sich mit denen friiherer Untersucher. So eindeutige Befunde wie 
Ellinger betreffs der Kaliumchloridwirkung konnten wir nicht erhalten. 
Kalium einer gewohnlichen gepufferten Natriumchloridlésung zugesetzt, 
steigert die AtmungsgréBe wohl etwas, aber auch diese Differenzen 
liegen eigentlich in der Fehlergrenze. Bei Atmung in reiner isotoner 
Kaliumchlorid- oder Calciumchloridlésung, auch wenn diese durch 
Natriumbicarbonat gepuffert wurde, gehen die Zellen schnell irre- 
versibel zugrunde. Auch hier scheint es sich um eine Schadigung der 
atmenden Struktur zu handeln, was wir daraus schlieBen méchten, 
daB die Atmung unregelmaiBig wird und daB es nur in ganz wenigen 
Versuchen gelang, den Versuch eine Stunde lang fortzufiihren. Unter 
Beriicksichtigung der Ungerschen Arbeit lenkten wir unsere <Auf- 
merksamkeit besonders auf das Verhalten der Atmung in physiologischer 
Kochsalzlésung. 
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Tabelle 1X. 


Verhalten der Nierenzellenatmung von Meerschweinchen in physiologischer 
Kochsalzlésung. 





Versuch mit Ringer Versuch mit Kochsalzlésung 
0,309, 0308 0,167, 0,248 
0.305. O309 O.175, O199 
O31, O3804 0.1358, 0,23 
OSS, O59 (Kaninchen) O.155, O14 


Verhalten der Leberatmung 


0.109, O11 O.O82, OOS] 


Auch die AtmungsgréBe in diesen Versuchen variiert sehr. Da 
wir uns vor Beginn der Arbeit in Reihenversuchen tiberzeugt hatten, 
daB es bei guter Chung gelingt, eine nur geringe Variation der Atmungs 
grobe zu erreichen, méchten wir auch diese Erscheinung als _ eine 
Schidigung der Zellverbinde durch das nichtphysiologische Milieu 
wiffassen. Wie schon aus den friiheren Angaben in den Tabellen hervor 
geht. kénnte man daran denken, daB eine Zellschadigung schon allein 
durch die schlechte Pufferung gegen Kohlensaéure, d.h. Fehlen des 
Natriumbicarbonats verursacht sein kénnte. Aus dem Untersuchungs 
ergebnis der folgenden Tabelle X kénnte man auch _ tatsichlich 
entnehmen, def Natronbicarbonat eine gewissermaBen entgiftende 
Wirkung hat 

Tabelle X. 


» 


Verhalten in physiologischer Kochsalzlésung 0,2 cem isotoner Natron 


bicarbonatlésung. 





Versuch in Kochsalz 


Versuch in Ringer 
a Natriumbicarbonat 


Nierenzellen 


O364, 0.365 0.313, 0308 

0,402, 0,404 0.345, 0,33 

0.413, 041 0,347, 0,345 

0.360, 0.350 0.302, O29 
Leber 

0.104, 11 0.009, 0998 

0.115, O,109 O10, O101 


Die Leber scheint iiberhaupt gegen Anderung der Elektrolyte 
weniger empfindlich als die Niere, es gilt dies auch betreffs des Sauer- 
stoffverbrauchs bei Variation des Kaliums und Calciums. Wir brachten 
daher in den diesbeziiglichen Tabellen auch nur unsere Ergebnisse bei 
den Nierenzellen; an den Leberzellen war die Einwirkung nicht auBerhalb 
der Fehlergrenze der Methode zu bestimmen. DaB das Natronbicarbonat 
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keine Steigerung der Sauerstoffzehrung bewirkt, glauben wir durc! 
folgende Versuchsanordnung erweisen zu kénnen. 

Wir bedienten uns auch hier der alten Warburgschen Atmungs 
trégchen, nur hatten wir auBer dem Rezipienten fiir die Lauge an de: 
AuBenseite des GefiBes mittels eines Schliffes eine kleine Retorte an 
bringen lassen. Selbstverstindlich darf hierdurch der Gesamtinhalt 
nicht sehr vergréBert werden, da sonst die Manometerausschlige in 
der Zeiteinheit zu klein werden. In die Retorte taten wir nun 0,1 bis 
0,2 cem Natriumbicarbonat, nach einer gewissen Zeit lieBen wir dies: 
zu der Ringerlésung, in der ein Gewebsschnitt lag, flieBen, indem wis 
den Retortenbauch umdrehten, ohne dabei das Manometer aus dem 
Kasten emporzuheben. Niemals gelang es uns so, in der folgenden 
halben Stunde eine gegeniiber der ersten gréBere Sauerstoffaufnahme zu 
erzielen. Bei gleichen Versuchen mit gewéhnlicher Kochsalzlésung 
blieb die Atmung regelmaBiger, wenn der Versuch nicht zu lange ge 
dauert hatte, ein Mehrverbrauch an Sauerstoff fand aber auch nicht 
mehr statt. Die folgende Tabelle XI zeigt das Verhalten der Nieren 
zellen in einer Ringerlésung, der nur das Natriumbicarbonat fehlt 
zum genauen Vergleich hatten wir auch einige Schnitte desselben 
Organs in physiologische Kochsalzlésung getan, wobei wiederum die 
sehr unter sich differierende AtmungsgréBe in physiologischer Koch 
salzlésung hervortritt. 

Tabelle XJ. 
Verhalten von Nierenzellen in Ringer, dem Natronbicarbonat fehlt. 





Kontrolle in Physiologische U ‘ 
gepuffertem Ringer Kochsalzlésung ngepufferter Ringer 
0,310, 0.304 0,24, 0.139 0,096, 0.10, 011 
0,343, 0,349 — — 0,192, 0,197, 

0.401, 0.398 — ome 0,220, 0,20 


Man méchte daraus ersehen, dais Calcium und Kalium, sobald 
Natriumbicarbonat fehlt, hemmend auf den Sauerstoffverbrauch 
wirken. Es gelang nicht, die Wirkung von Kalium und Calcium dabei 
einzeln einwandfrei zu analysieren, wie aus den friiheren Tabellen zu 
ersehen ist. 

Eine Steigerung der Atmung durch Kalium oder Calcium konnten 
wir auch in den Fallen nicht erhalten, wo wir uns der eben beschriebenen 
Methode bedienten, d.h. statt des Bicarbonats Kalium oder Calcium 
zuflieBen lieBen. Das Verhalten der Sauerstoffzehrung in Normosal- 
lésung wich nicht von der der gew6hnlichen Ringerlésung ab. T’hunberg 
hatte 1909 gemeint, daB das Kaliumphosphat notwendig ist, um einen 
normalen Gasaustausch zu erhalten. Wie Ahigren in seiner Monographie 
mitteilt, soll sich nach unveréffentlichten Versuchen Thunbergs das 
Natriumphosphat genau so verhalten. Thunberg nimmt deshalb eine 
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Phosphatwirkung an. Ahilgren weist unseres Erachtens mit Recht 
larauf hin, daB vor allem die Pufferwirkung des Phosphats maBgebend 
sein kénnte. In diesem Sinne wiirden auch unsere Versuche iiber das 
Verhalten in physiologischer, ungepufferter Kochsalzlésung und ge- 
pufferter Kochsalzlésung sprechen. Uber die Phosphatwirkung als 
solche stellten wir keine besonderen Versuche an, nachdem wir ge- 
funden hatten, daB die Sauerstoffzehrung in der Ringerfliissigkeit 
nach Warburg und in der Rhodeschen Fliissigkeit praktisch gleich war. 
Wir lassen es vorlaufig dahingestellt, ob den Phosphatlésungen als 
Suspensionsfliissigkeiten der Vorzug einzuriumen ist. Dab die Ringer- 
lisung fiir fem verteilte Gewebe bei Atmungsversuchen direkt als un- 
geeignet bezeichnet werden diirfte (s. Ahlgren), kénnen wir nicht 
bestatigen. 

Selbstverstandlich ware es verfriiht, aus diesen Versuchen bindende 
Schliisse gegen die Bedeutung der Elektrolytentheorie ziehen zu wollen, 
vor allem, da man ja gar nicht mit Sicherheit sagen kann, bei welcher 
Umspitilungsflissigkeit die Sauerstoffzehrung am optimalsten ist. Jeder 
Vergleich ist daher zurzeit noch willkiirlich, es gilt vor allem zu unter- 
suchen, ob sich nicht andere Ergebnisse bei Untersuchungen im art- 
eigenen Serum zeigen. Auch méchten wir nochmals darauf hinweisen, 
daS man vorerst aus einer normalen Sauerstoffzehrung 'noch nicht 
ohne weiteres auf ungestérte intermediire Vorginge schlieBen kann, 
zumal sich unsere Untersuchungen meist nur iiber 1 Stunde, maximal 
2 Stunden, erstreckten. 
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B-Avitaminose und Nebenniere. 


Von 


Ernst Schmitz und Maximilian Reiss (Prag) 
(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts in Bresla 


(Eingegangen am 22. Januar 1927.) 


Unter den zahlreichen Einzelerscheinungen, die sich nach ling: 
dauernder Entziechung von B-Vitamin bei Végeln einstellen, stehen di 
nervésen Symptome dermaBen im Vordergrund, daB die ganze fk: 
krankung haufig mit dem Namen einer Polyneuritis, das Vitam 
selber als Antineuritin bezeichnet wird. Die Darmerscheinungen und 
die Verianderungen in der chemischen Zusammensetzung fast all 
Organe zeigen aber, daB damit nicht das Wesen, sondern nur eine Folg: 
der Erkrankung erfaBt wird, und weisen der Forschung den Weg 
den Stoffwechselvorgiingen 

Die Vitaminwirkung ist haufig mit der von Katalysatoren wn 
Fermenten verglichen worden. Dieser Vergleich stimmt zu einige 
ihrer Eigenschaften, wie der zunehmenden Labilitat bei fortschreitende 
Reinigung, zu der hohen Hitzeempfindlichkeit. Aber auch bei der 
Darreichung von Vitaminpriparaten an avitamindése , Tiere hat ma: 
sehr haufig den Eindruck, da® ein bis dahin gehemmter Vorgang plotzlic! 
wieder in Gang kommt. Schon kurze Zeit nach Aufnahme vergleichs 
weise sehr kleiner Mengen eines Vitaminpriiparats sieht man Beribet 
tauben sich aufrichten, die Krampfe verlieren sich und die FreBlust 
kehrt zuriick, trotzdem natiirlich die anatomisch und chemisch feststel! 
baren Lisionen noch nicht ausgeheilt sein kénnen. Hier scheint buch 
stiblich eine katalytische Vitaminwirkung offenbar zu werden. 

Dagegen bilden sich die genannten chemischen Verinderungen nu 
ebenso allmahlich zuriick, wie sie entstanden sind, und es dauert z. B 
Wochen, bis das Gehirn seine friihere Masse wiedergewonnen hat 
Auch bei diesen langsamen Anderungen sind die Vitamine beteiligt 
aber zum mindesten hier muB ihre Wirkung eine indirekte, iiber Stoff 


wechselvorginge hinweg erfolgende sein. 
DaB der Abbau des Kérper- und Nahrungsmaterials bei der 
B-Avitaminose verlangsamt ist, wissen wir aus den Messungen des 
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(iaswechsels durch W. Hess!) und E. Abderhalden*), nach denen 
ch der oxydative Stoffwechsel in der B-Avitaminose geradezu mit 
dem bei der Blausaurevergiftung vergleichen liBt Da trotzdem die 
Verluste an Koérpersubstanz ein ahnliches AusmaB® erreichen wie beim 
bsoluten Hunger, muB der Stoffansatz ebenfalls schwer geschadigt 
sein. In erster Linie ist dafiir natiirlich die in den spateren Stadien 
der Erkrankung fast ganz aufhérende Nahrungsaufnahme verant 
wortlich gemacht worden; die absolut spezifischen Verinderungen in 
der Zusammensetzung der Organe, die bei Hungertieren vermibt werden 
zeigen aber, dab auch ganz bestimmte Bahnen des intermediaren Stoff 


wechsels gestért sein miissen 


Da wir wissen, dab das Nervensystem an der Steuerung der 
Stoffwechselvorgiange beteiligt ist. liegt es nahe, die auf beiden Gebieten 
statthabenden avitaminotischen Stérungen miteimander in Verbindung 
zu bringen: wir sind aber noch nicht in der Lage, zu entscheiden, an 
welcher Stelle die Ursache. an welcher die Wirkung zu suchen ist. Dazu 
hediirfte es vergleichender Untersuchungen itiber die zeitliche Lagerung 
beider Erschemungsgruppen 

In immer steigendem MaBe haben aber die Untersuchungen der 
letzten Jahre die Bedeutung der hormonalen Stoffwechselregulation 
ins Licht gesetzt. Hier sind nun schon verschiedene Briicken von den 
Vitaminen tiber endokrine Driisen zu den Stoffwechselvorgingen ge 
schlagen worden. So hat Erdheim*) nachgewiesen, dab bei der Rachitis 
die wenigstens zum Teil eine Avitaminose ist, die Beischilddriisen eine 
auBerordentlich ausgeprigte Massenzunahme erfahren. Abhnliche Er 
scheinungen finden sich nun auch an den Nebennieren von an B-Avita- 
minose erkrankten Tieren MacCarrison*) beobachtete zuerst, dai 
bei der Vogelberiberi, bei der alle Organe an Masse einbiiben, einzig 
die Nebennieren hypertrophieren. Er glaubte auch, eine Zunahme des 
\drenalingehalts festgestellt zu haben. Diese letzte Angabe konnte 
von Verzars Schiiler v. Beznak®) und von Kenji und Komatsu®) nicht 
bestatigt werden. der Befund einer Nebennierenvergréberung wurde 
aber immer wieder erhoben und von Verzar und Peter’) auf eine Hyper 
trophie der Rinde zuriickgefiihrt, die ihren Bestand um etwa 50 Proz 
vergréBert. Wie die Nebenniere bzw. ihr Rindenanteil in quantitativer 


1) W. Hess, Zeitschr. f. physiol. Chem. 117, 284, 1921; 119, 176, 1922. 

*) Abderhalden, Pfiiigers Arch. f. d. ges. Physiol. 187, 180, 1921. 

3) Erdheim, Denkschriften d. Kaiserlichen Akademie der Wissenschaften 
zu Wien, Math.-nat. Klasse 90, 365, 1914. 

‘) MacCarrison, Proc. Roy. Soc. London, Ser. B, 91, 103, 1920. 

5) «. Beznak, diese Zeitschr. 140, 1, 1923. 

®) Kenji und Komatsu, zitiert bei Verzar und Peter. 


‘) Verzar und Peter, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 208, 659, 1924. 
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Hinsicht eine gegensitzliche Stellung zu allen anderen Organen zeigt 
so verhalt sie sich auch in qualitativer Richtung verschieden, inde: 
sie als einziges Organ ihren Cholesterinbestand nicht vermehrt, sondery 
herabsetzt'). Ein typisches Gegenbeispiel ist der Hoden, der sein 
Masse stark einschrinkt, seinen Cholesteringehalt aber vermehrt. 

Dieses gegensitzliche Verhalten kann nicht zufallig sein, sondern 
es weist mit aller Schirfe darauf hin, daB die Nebennierenrinde am 
Zustandekommen der Beriberierscheinungen beteiligt sein muB. Erdhein 
hat in der Hypertrophie der Epithelkérperchen bei der Rachitis dey 
Versuch einer Anpassung an vermehrte Anspriiche gesehen. Es lag 
nahe, diese Auffassung auf die Nebenniere bei der Beriberi zu iiber 
tragen. Wenn sie berechtigt ist, so enthalt sie die Méglichkeit, dic 
Nebenniere auf opotherapeutischem Wege zu entlasten, und es erschien 
méglich, daB dadurch die Hypertrophie unterdriickt, vielleicht auch 
die allgemeinen Krankheitserscheinungen in irgend einer Weise be- 
einfluBt wiirden. Eine Entscheidung dariiber, ob die avitaminotische 
Nebenniere normale oder Unterfunktion zeigt, war freilich auf diesem 
Wege nicht zu gewinnen. Es muBbte damit auch unsicher bleiben, ob 
bei der B-Avitaminose die Nebenniere das primar geschadigte Organ 
ist, oder ob sie in der Tat anderen, geschidigten Organen bei eigenet 
normaler Funktion zu Hilfe kommt. 

Wir haben es uns zur Aufgabe gemacht, die Verinderungen zu 
studieren, die im Krankheitsbild der Vogelberiberi, speziell den Neben- 
nierenerscheinungen, eintreten, wenn die Darreichung der B-vitamin- 
freien Nahrung mit der von Nebennierensubstanz kombiniert wird 
Die Befunde von MacCarrison hatten an sich den Versuch einer 
Adrenalinbehandlung nahegelegt, wir glaubten aber, da sie keine 
Bestatigung gefunden haben, diese Behandlung zunachst zuriickstellen 
zu kénnen und wendeten uns den eigentlichen Organpraparaten 
zu. Zur oralen Darreichung wahlten wir Suprenototal und Corti 
supren, getrocknete Nebennieren- bzw. Nebennierenrindensubstanz in 
Pillenform. Da vom Adrenalin bekannt ist, daB es beim Wege durch 
den Verdauungskanal zerstért wird und ahnliches Verhalten immerhin 
auch fiir andere Bestandteile der Nebenniere im Bereich des Méglichen 
lag, stellten wir auBerdem noch eine Versuchsreihe an, in der Supreno 
totalextrakte subkutan injiziert wurden. Sie enthielten die aus dem 
Alkoholatherextrakt des Organs durch Essigsiure isolierten wasser 
lislichen Bestandteile. Fiir die Uberlassung der Praparate sind wir 
der Firma Dr. Laboschin A.-G. zu Dank verpflichtet. 

Unsere Versuchstiere waren ausgewachsene Tauben von 300 bis 400 ¢ 
Gewicht. In den Avitaminosereihen wurde lediglich bester Reis verabreicht, 


1) K. Hotta, Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 1, 1924. 
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der Korn fiir Korn verlesen war, sowie Wasser nach Belieben. Die anderen 
Gruppen erhielten kaufliches Taubenmischfutter, bei dem sie gut gediehen. 
Jede der Tiergruppen saB in einem besonderen Schlag, der taglich gereinigt 
wurde. Aus unserem Plan ergaben sich folgende Reihen: 


I. Normale Kontrolltiere ohne jede Behandlung (3 Tiere). 
II. Normale Kontrolltiere mit Suprenototalinjektion (3 Tiere). 
III. Normale Kontrolltiere mit Suprenototalfiitterung (3 Tiere). 
IV. Normale Kontrolltiere mit Cortisuprenfiitterung (3 Tiere). 
V. Unbehandelte Avitaminosetiere (7 Tiere). 
VI. Avitaminosetiere mit Suprenototalinjektion (4 Tiere). 
VII. Avitaminosetiere mit Suprenototalfiitterung (3 Tiere). 
VIII. Avitaminosetiere mit Cortisuprenfiitterung (3 Tiere). 


Unsere Beobachtungen erstreckten sich auf das allgemeine klinische 
Verhalten, auf die Gewichtsverhiltnisse von Nebennieren und Hoden und 
endlich auf die Schwankungen der verschiedenen Lipoidfraktionen im Blute. 
Die Cholesterinvermehrung im Blute von beriberikranken Tauben ist nach 
den Untersuchungen von Lawaczek') ein so regelmaéBiger Befund, daB ihr 
AusmaB als gegebener MaBstab fiir das Fortschreiten und eine eventuelle 
Beeinflussung der Erkrankung erschien. Weniger klar liegen die Verhaltnisse 
der Phosphatide des Blutes. Fiir die Organe hat Ciaccio*) nachgewiesen, 
daB8 der Lipoidphosphor stark abnimmt und daB das Verhaltnis der Fett- 
sfuren zu ihm ebenfalls sinkt. Im Blute fanden Ciaccio und Jemma®*), daB 
bei Tauben die Phosphatide deutlich zunahmen, bei Hunden dagegen sich 
verminderten. Neuerdings hat Kodama *) ahnliche Untersuchungen am Blute 
von Hahnen angestellt, in deren Futter zum Teil polierter, zum Teil un- 
geschalter Reis vorkam. Unter den sechs von ihm angegebenen Phosphatid- 
werten des Avitaminoseblutes finden sich vier, die denen des normalen 
Hiihnerbluts gleich sind, nur zwei liegen erheblich tiefer. Bei B-vitaminfrei er- 
nihrten Kaninchen fand Jwatsuru®) anfangs auch die Phosphatide gesteigert, 
wahrend sie spiter absanken. Wir hatten die Vermutung, da®B die schein- 
baren Unterschiede im Verhalten so nahe verwandter Tierarten, wie es 
Tauben und Hiihner sind, vielleicht dadurch zustande gekommen sein 
kénnten, daB nur einmalige Untersuchungen vorgenommen wurden und die 
Probenahmen in verschiedenen Stadien der Erkrankung vorgenommen sein 
konnten. Wir entschlossen uns daher, die Blutlipoide fortlaufend zu unter- 
suchen. Im allgemeinen bedienten wir uns der Bloorschen Methoden, 
fiihrten aber die Cholesterinbestimmungen im Autenriethschen Kolorimeter 
za Ende und verwendeten zur Phosphatidphosphorbestimmung die Briggs- 
sche Modifikation des Bell-Doisy-Verfahrens. (Die Modifikation von Fiske, 
die wir inzwischen mit ausgezeichnetem Erfolg erprobten, erschien erst, als 
unsere Versuche schon einigermaBen fortgeschritten waren.) Die Blut- 
entnahmen erfolgten durch Venaesectio am Bein. Man kann so bequem 
2cecm entnehmen und die Operation allwéchentlich wiederholen. 


1) Lawaczek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 229, 1923. 
2) Annali di clinica medica 10, 60, 1920. 

3) Ciaccio und Jemma, ebendaselbst 11, 260, 1921. 

*) Kodama, Journ. of Biochem. 5, 185, 1925. 

5) Iwatsuru, Arch. f. d. ges. Physiol. 208, 41, 1925. 
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Ergebnisse. 


Samtliche Normaltauben, sowohl die unbehandelten wie die m 
Nebennierenpraparaten gefiitterten oder subkutan gespritzten, bote) 
in allen Stadien des Versuchs ein vollkommen normales Bild Dic 
unbehandelten Beriberitauben zeigten die bekannten Erscheinungen 
geduckte Haltung und gestriiubtes Gefieder, ataktischen Gang, leicht: 
Krampfe. Zur Ausbildung ganz schwerer Krimpfe und von Opistho 
tonus, wie wir ihn sonst meist auftreten sehen, kam es nur vereinzelt 
da der Versuch aus auberen Griinden nach 21 tagiger Dauer abgebroche: 
werden mubte. In einigen Fallen bemerkten wir, nachdem die Reis 
fiitterung etwa eine Woche oder etwas linger gedauert hatte, ein 
Neigung zur Einnahme einer Steilstellung. wie sie Embden und Holta 
bei Cholesterin-Reisfiitterung beobachtet haben. Sie ging bald wied: 
voriiber. Mdéglicherweise steht sie mit beginnenden Veranderungen in 


der Zusammensetzung der Organe in Verbindung. wir konnten jedoch 
diesmal dariiber keine Untersuchungen anstellen 

Die nachstehende Tabelle | gibt eine Ubersicht iiber die Gewicht« 
der Nebennieren und bei den miannlichen Tieren der Hoden nach Ab 
schluB des Versuchs. 

Bei unseren unbehandelten Normaltieren bewegt sich das Gewicht der 
Bulben zwischen 1,1076 und 1,1747 g, das der Nebennieren zwischen 0,0304 
und 0.0364 g, der Hoden des einzigen Mannchens wog 1.5149 g¢g. Das Gewicht 
der Nebennieren stand zu dem der Bulbi im Verhaltnis von 2,59 bis 3,09, 
wahrend v. Beznak einen etwas héheren Mittelwert von 3,6 angibt. Unter 
dem EinfluB der verschiedenen Nebennierenpraparate finden ausgiebig 
und regelmaBige Verdinderungen der GréBenvefhaltnisse augenscheinlic! 
nicht statt. Unter den mit Suprenototalinjektionen behandelten Normal 
tieren findet sich eins (Nr. 63), bei dem das Gewichtsverhaltnis 4,09 betragt 
Hier ist das Gewicht des Bulbus normal, das der Nebenniere fiir ein Normal] 
tier auffallig hoch (0.0449 g, wihrend sonst keine normale Nebenniere iiber 
0.0371 ¢ gesehen wurde). Wie kénnen nicht entscheiden, ob dieses vet 
einzelte hohe Gewicht, das in der Tat schon an Hypertrophie grenzt, irgend 
jetwas mit der Nebennierenmedikation zu tun hat. In den spater erwahnten 
Versuchen an Beriberitauben hatten die Suprenototalinjektionen den ent 
gegengesetzten Effekt. 

Jedenfalls erscheint es nach unseren an Normaltieren erhaltenen Zahlen 
ausgeschlossen, da bei irgend einer der von uns angewandten Formen det 
Nebennierenverabreichung eine Reduktion der Nebennierenmasse des be 
handelten Tieres stattfindet. 

Bei den Beriberitauben lag das Gewicht der Nebennieren nie unte 
40 mg, meist erheblich iiber diesem Werte und stieg bis zu 66,7 mg bei 
Taube Nr. 82. Das Verhaltnis zum Bulbusgewicht lag nur in einem Falle, 
mit 2.98, unter 3, erhob sich aber bis iiber 5. Diese Steigerungen erreichen 
noch nicht die starksten von v. Beznak erhaltenen, auch hier ist aber woh! 
wieder die kurze Dauer unseres Versuchs verantwortlich zu machen, die dic 
Krankheitserscheinungen nicht bis zur vollen Héhe sich ausbilden lief 


') Hotta, Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 1, 1924. 
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Gewicht von 








Nr : Nebenniere : Bulbus Bemerkunger 
Buibus Nebenniere 
y 0.0804 259 Unbehandeltes Normaltier 
x0) 6.0304 2 7D Desgleichen 
S| 0.0364 3.09 = 
ee 0.0449 4.09 Normal, tagl. 1 com Suprenototal intramus 
; oo “yr kular 
HS 0,039 1 »,0 Desgleichen 
2 O.0852 3.17 ° 
hi 0.0251 222 Normal, tagl. 1 Pille Suprenototal 
os Desyleichen 
72 O352 3.24 
7 0.03854 287 Normal, tagl. 1 Pille Cortisupren 
76 O.0287 218 Desgleichen 
78 0.0371 3.26 e 
S2 1.1928 0.0667 5.57 22 Tage Reisfiitterung. sonst unbehande!lt 
Sd L401 00420) 4.03 Desgleichen 
S4 1.1442 O,0445 3.89 ° 
8D 1.3536 0.0404 2 48 ‘ 
Sb sl ; 
7 1.1050 O.502 “ 
8Y 1.2630 O454 
61 1.3508 0.0401 2 O46 Reisfutterung, tagl. 1 com Supfenototal intra 
ones ’ — muskular 
ho 1.2156 0.0317 2.49 Desgleichen 
Ty] 1.1732 0.0317 2.49 © 
SS = —_ = am 18. Tage eingegangen 
2 1.2510 0.0442 53.56 Reisfutterung, tagl. 1 Pille Suprenototal 
66 1.2638 0.0407 3,22 Desgleichen 
70 1.1508 00434 3.75 
73 1.1133 0.0569 3.30 Reisfutterung, tagl. 1 Pille Cortisupren 
74 1.2042 0.0476 3.89 Desigleichen 
77 1.1629 0,0925 7,95 
Von den beiden Mannchen dieser Gruppen besa das eine, unbehandelte, 
ein Hodengewicht von 1.5149 ¢ 136.5 Proz. des Bulbus, das andere, das 
mit Cortisupren per os behandelt war, ein solches von 1,2474 g 101.1 Proz 


des Bulbus. 

Durch Fiitterung mit Suprenototal oder Cortisupren gelingt es nicht, 
das Gewicht der Nebennieren niedrig zu halten. Die absoluten Zahlen lagen 
mit einer Ausnahme itiber 40 mg. Diese, Nr. 73, betraf unser jiingstes und 
schwachstes Tier mit einem Anfangsgewicht von nur 290 ¢. Die Verhaltnis 
zahlen liegen um 3,5, bei Nr. 77 wird sogar der Héchstwert von allen, 7,95, 
erreicht. 

Anders bei subkutaner Verabreichung des Priiparats. Von den drei 
in dieser Weise behandelten Tieren erreicht nur eins, Nr. 61, ein Neben 
nierengewicht von 40 mg. Das Verhaltnis des Gewichts zu dem des Bulbus 
ist aber auch hier wie bei den beiden anderen Tieren dieser Gruppe ein 


niedrig-normales: 2,96 gegeniiber 2.49 und 2,54 bei den beiden anderen 
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Tieren. Durch die Suprenototalinjektionen gelang es also in allen Fall 

eine Hypertrophie der Nebennieren zu verhindern, wahrend bei der V« 

fiitterung von Cortisupren und Suprenototal diese Wirkung teils n 

Sicherheit fehlt, teils héchstens angedeutet ist. Wir konnten bei den Tauhy 

dieser Serie als einzigen der mit poliertem Reis gefiitterten auch auBerlic| 
keine polyneuritischen Erscheinungen feststellen. 

Unsere Blutanalysen konnten wir nur an Gesamtblut ausfiihren, da wir 
die zur Gewinnung von Plasma nétigen Blutmengen nicht entnehmen 
konnten. Lhre Ergebnisse stellen wir in den folgenden Tabellen, die auch di: 
Gewichtskurven der Tiere enthalten, zusammen. 

Die Zahlen der Tabelle II ergeben fiir samtliche Normaltiere, sowoh|! 
unbehandelte wie behandelte, Cholesterinwerte von 0,197 bis 0,285 Proz., 
wobei Werte oberhalb von 0,250 Proz. nur ausnahmsweise, und zwar vor 
wiegend gegen SchluB des Versuchs, vorkommen. Sie finden sich vor allem 
bei den Tieren, die zugleich erhebliche Anstiege der Gesamtfettsauren aui 
weisen (Nr. 76, 78), und sind wohl eine Folge gesteigerten Umlaufs von Neutra! 
fett. Auf einen Steringehalt der von uns verwendeten Nebennierenpraparat« 
lassen sich die Erhéhungen nicht zuriickfiihren, da diese sich bei der Unter 
suchung als sehr cholesterinarm erwiesen und nur in kleiner Menge zugefiilrt 
wurden. Die Menge der Neutralfette, die nach den Gesamtfettsaurewerten 
zu Beginn des Versuchs annihernd gleich der Phosphatidmenge war, 
steigerte sich vor allem bei den mit Cortisupren gefiitterten Tieren. Es sieht, 
zumal wir bei zweien von den drei in dieser Weise behandelten Tieren nicht 
unerhebliche Gewichtsreduktionen feststellten, so aus, als ob hier ein 
Cortisuprenwirkung zutage trite. Da wir indessen nur tber drei in dieser 
Weise behandelte Tiere verfiigen, und in den weiter unten zu besprechenden 
Versuchen an Beriberitieren eine ahnliche Wirkung nicht eintrat, méchten 
wir ohne ausfiihrlichere experimentelle Priifung auf diese Frage nicht ein- 
gehen. 

Der Phosphatidgehalt des Blutes der Normaltauben schwankte in 
allgemeinen zwischen 0,3 und 0,45 Proz., nur vereinzelt wurden niedrigere 
oder héhere Werte gefunden. Die Schwankungen sind immerhin recht 
betrachtlich, was sich zum Teil aus der Berechnung der Phosphatide aus 
dem Phosphorgehalt erkliren diirfte, der nur 4 Proz. des Molekiils ausmacht. 
Bei einigen Tieren waren die wéchentlichen Schwankungen der Phosphatid: 

sehr unbedeutend, bei anderen dagegen ziemlich ausgiebig, ohne daB darin 
eine bestimmte RegelmaBigkeit, etwa ein EinfluB der Gefangenschaftsdaue 
der Fiitterung, der Nebennierenfiitterung zu erkennen ware. 

Tabelle II] bringt unsere Befunde an mit poliertem Reis gefiitterten 
Tauben mit und ohne Nebennierendarreichung. Bei den unbehandelten 
Tauben zeigt sich mit vélliger RegelmaBigkeit eine Steigerung des Cholesterin 
gehalts, die nach Ablauf der ersten Versuchswoche einsetzt und bis zu 
auBerordentlich hohen Werten, bei Taube Nr. 83 bis zum 21. Tage zu eine! 
Verdreifachung des Ausgangswertes, fiihrt. Nur einmal lag der am Ende 
des Versuchs gemessene Wert deutlich unterhalb des am 21. Versuchstage 
gefundenen (Taube Nr. 85), war aber auch hier noch sehr stark tiber die 
Grenzen des Normalen gesteigert. 


Das Verhalten der Gesamtfettsiuren war bei den Tieren dieser Reili 
ein wechselndes, jedenfalls 148t sich weder eine mit der Versuchsdauer 
steigende oder fallende Tendenz regelmaBig feststellen. Beides kam vor, 
jedoch liegt z. B. bei Taube Nr. 86 der héchste Wert in der Mitte des Versuchs 
Auch hier kénnte wohl nur ein Versuch an umfangreicherem Tiermateria! 
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Tabelle 
Lipoide im Blute von Normaltauben. 


Il. 





Nr 


67 


76 


63 


Datum 


>Cnwc 


we 


we 
Sse SRK Se ON NOK 


Cee 


ple ee 


~~ 


Chole. 


sterin 
Proz. 


0.250 
0,222 
0,214 
0,242 
0.197 
0.250 
O250 
0,259 
0,246 
0,264 
(214 
0,285 
0.268 
0,215 
0,231 
0,235 
0.177 
0,195 
0.240 
0,240 
0,267 
0,248 
0,268 
0.240 


0,197 
0,250 
0,250 
0250 
0,246 
0,204 
0,214 
0,285 


Fett. 
sauren 
Proz 


O38 
O98 
0,427 
O.5S88 
0,445 
0,497 
0.356 
0,534 
{ 48 
0,455 
O.378 
0,572 
0,440 
0.435 
0,488 
0,425 
0.477 
0,500 
0,497 
0.456 
0.513 
0,353 
0,479 
0.517 
0.590 
0.560 
0.504 
0.417 


O.785 


0.520 
0,733 
0.770 
O318 
0,598 
0,427 
0.588 
0,445 
0,597 
0,456 
0.534 
0.548 
0,455 
0.378 
0.572 


Lecithin 


Proz. 


0.268 
0,470 
0.456 
0.469 
0.418 
0,327 
0.354 
0,232 
(1,422 
O330 
0.417 
0.485 
OA17 
0417 


0,450 
0.445 
0,483 
0,216 
0,433 
O.383 
0.462 
0.329 
0417 
0.320 
0417 
0.312 
0.354 
O.338 
0.380 
0.354 
0,465 
0445 


0.502 
0,470 
0,456 
0.469 


0,418 
0,327 


0,354 


0,422 
0,330 
0,417 


wic 


Ge 


& 


390 
410 
415 
290 
290 


315 


300 
300 
315 
390 
310 
310 
330 
320 
300 


ht 


Bemerkungen 


Unbehandeltes Normaltier 


Desgleichen 


Desgleichen 


Normaltier, tagl. 1 Pille Supreno- 
total 


Desgleichen 


Desgleichen 


Normaltier, tagl. 1 Pille Corti- 
supren 


Desgleichen 


Desgleichen 


Normaltier, tagl. 1 com Supreno- 


total intramuskular 


Desgleichen 


Desgleichen 





. Schmitz 


Tabelle 111. 


u. M. Reiss: 








Ho 


Chole. 


sterin 


Proz 


O376 


OSS] 


0,240 
0,182 
0.215 
01,222 
0.193 
(0,242 
6.238 
0.202 


O.330 


0.340 
0,281 


Fett. 


Sauren 


Proz 


O64] 
0,472 
0.497 


OSS] 





0.449 
0.649 


O38 


6,402 
0.594 
0.572 
0476 
0.475 
0.646 
0,635 


0.208 


Phoss 


phatide 


Proz 


0.417 
0.295 
1,264 


0.160 


0.402 
O.520 
0283 
0.446 
0.596 


0.417 


0.55- 
0.334 
0.339 


O.3S8S 


0.309 


Ge: 


wicht 


300 
250 


210 


300 
295 


IHD 


295 


Bemerkungen 


Seit 5. VII. Reisfitterung 


Desgleichen 


Desgleichen 


Desgleichen 


Desgleichen 


Desgleichen 


Seit 17. VIL. Reisfiitterung 


Seit 1. VII. Reistutterung, at 
5. VII. tagl. 1 com Suprenotota 
intramuskular 


Ab 6. VII. Suprenototal intra 
muskular 


Desgleichen 


Ab 5. VIL. Reisfutter, ab 17. VI! 
tagl. 1, ab 19. VII. 2 Ampullen 
Suprenototal intramuskular 
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Tabelle LIL (Fortsetzung). 





Case Choles Fett. Phos Gee 
rsuchss 
Nr. Datum nied sterin sauren phatide wicht Bemerkunger 
& 
Proz Proz Proz g 
62 5. VI 1. «8.) O26S O316 Ab 1. VIL Reis, ab 5. VII. tagl 
12. VII. 8.115. 0.203 0.564 0.392 300 1 Pille Suprenototal. Ab 22. VII 
: = 700 re ore ‘ana’ | oa Krampte, Opisthotonus 
19. VII. 15. (22.) As OA62 Ooo 264 
26. VIL. = 22.(29.)  O581 O57 0.237 247 
Ht 6. VI , a O177 0.363 Ab 5. VIL. Reis, ab 6. VIL 1 Pille 
14. VII 10. 0.244 432 0.398 270 Suprenototal taglich 
19. VIL. 15. 0.300 O388 O3871 220 
8. VII. 24. . 0.607 O354 180 
00 || 7Vi.| 3 1.277 | 0,552 330 
15. VIL. 11. OSL6 0.727 0.490 812 
a1. Vin.| 17 0360 O3853 OBS3 275 
28. VII. 24 O3596 O007 414 
73 8. VII. 1. «4.) 0244 O48 0.308 YO) Ab 5 VIL Reis, ab 9 VII 1 ab 
14. VI. 7.110.) 0.282 05667 0.490 295 1S. VIL 3. Cortisuprenpiller 
06 4 A! 22: nme 
20. VIL 13.16.) 0304 0449 0.278 ~r 
27. VU. 20.423.) 0,607 410 O51 203 
74 S. VII. 1. (4.) 0.417 O48 0.416 30) Ab 5. VII. Reis, ab 8. VII. 1 Pille 
15. VII. S (38. 0.410 0.667 (0),.429 IOD Cortisupren taglich 
21. VII. | 14. (17. O.b06 0.449 0347 245 
27. VII. | 20. (23. 0607 OA410 0322 
77'| 9.VH.| 1. (5. 0307 0.715 0440 320 Ab 5. VIL Reis, ab 9 VIL 1 Pile 
16. VIL.) 8.112.) 0247 0389 0,362 275  Cortisupren thglich 
22. VIL. | 14. (16 0.506 O760 O308 240 
27. VIL. | 19. (23. 0480 0323 0,272 


und vor allem von langerer Ausdehnung eine etwa vorhandene Gesetz 
miaibigkeit aufdecken. 

Unverkennbar ist aber bei den Phosphatiden die Tendenz, in der 
zweiten Versuchshalfte rasch abzusinken, und ausnahmslos ergab die letzte 
Untersuchung Werte, die tief unter der Norm gelegen sind. Bei Tier Nr. 89, 
das am 11. Versuchstage an def Blutentnahme zugrunde ging, ist diese 
Stadium noch nicht erreicht. Hier wie bei Taube Nr. 82 ging der Senkuny 
eine Steigerung des Phosphatidwertes voraus, die wir auch in der Reihe der 
behandelten Tiere (bei Taube Nr. 73) noch eimmal wiederfanden. Es ist 
nicht unmoglich, daB wir hier eine haufiger auftretende, aber voriibergehende 
Erscheinung vor uns haben, die nur wegen der immer noch verhaltnismabig 
seltenen allwéchentlichen Untersuchung nicht 6fter gefunden wurde 

Das Ergebnis der Fiitterungsversuche mit Suprenototal und Cortisupren 
war beim Cholesterin eindeutig, dab keines der beiden Priparate dir 
Steigerungen zu verhindern oder ihr Ausmai zu verkleinern vermochte. 
Die Gesamtfettsiuren zeigen auch hier ein unregelmaéBiges Verhalten. 


Die Phosphatide zeigen zwar in allen Fallen sinkende Tendenz, jedoch 


scheint das Tempo der Verminderung ein langsameres zu sein als bei den 
unbehandelten Beriberitieren. Es ist demnach nicht ganz von der Hand 
zu weisen, da® vielleicht der Phosphatidstoffwechsel irgendwie auch durch 
orale Darreichung von Nebennierenpraparaten zu beeinflussen ist. Allerding 
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mute man dann annehmen, daS der Cholesterin- und Phosphatidstof; 
wechsel in diesem Falle unabhangig voneinander variieren, da wir ja bei der 
ersteren keine Beeinflussung durch die gleichen Ma®Bnahmen erkenne: 
kénnen. 

Wenn man in den Fiitterungsversuchen héchstens die Andeutung ein: 
Beeinflussung des Lipoidstoffwechsels der B-vitaminfrei ernahrten Tier 
sehen kann, so tritt eine solche einwandfrei in den Versuchen zutage, in 
denen Suprenototalinjektionen verabreicht wurden. Hier halt sich bei allen 
Tieren das Cholesterin wahrend der ganzen Dauer des Versuchs in seine: 
normalen Grenzen von 0,200 bis 0,270 Proz. Die beiden einzigen Wert: 
oberhalb von 0,300 Proz. lagen an den Tagen, an denen die Suprenotota! 
injektionen begonnen wurden. Die Phosphatide liegen in allen Fallen un 
den normalen Wert von 0,350 Proz. herum, wahrend der einzige Wert 
unter 0,3 Proz. wiederum am ersten Tage der Behandlung notiert wurde 
Die Suprenototalinjektionen halten also gleichmaéBig beide Lipoidfraktionen 
im Bereich des Normalen fest, indem sie beim Cholesterin die Steigerung, 
beim Phosphatid die Abnahme verhindern. 

Zusammenfassend kénnen wir sagen, daB die Injektion von Neben 
nierenextrakt bei mit poliertem Reis gefiitterten Tauben das Auftreten 
von Avitaminoseerscheinungen zwar nicht ganz zu verhindern vermag 
es bleiben z. B. die starken Gewichtsreduktionen —, daB es aber dic 
Hypertrophie der Nebennieren, die Verainderungen in der Zusammen 
setzung der Blutlipoide und die neuritischen Symptome hintanhilt 
Von der Bedeutung der Nebennierenhypertrophie bei der B-Avitaminose 
hat man sich, seit sich MacCarrisons Befund einer verstarkten Adrenalin- 
produktion als irrig erwiesen hat, keine Vorstellung mehr machen 
kénnen. Gehen wir noch einmal auf Erdheims Untersuchungen iiber die 
Hypertrophie der Epithelkérperchen zuriick, so sehen wir, daB hier 
zwei Deutungen der Erscheinung diskutiert wurden: 1. Die Hyper 
trophie kénnte der Ausdruck einer Unterfunktion und des Bestrebens 
sein, durch Massenvermehrung den sekretorischen Aufgaben gerecht 
zu werden. 2. Sie kénnte einen vermehrten Anspruch des Organismus 
an die sekretorischen Leistungen der Epithelkérperchen anzeigen, dem 
ebenfalls durch eine Vermehrung des an sich normal funktionierenden 
Driisengewebes entsprochen wird. Erdheim entscheidet sich ') fiir die 
zweite Méglichkeit, da er bei seinen histologischen Untersuchungen 
der hypertrophierten Epithelkérperchen keine Parenchymschadigung 
nachweisen konnte. Derartige Untersuchungen an der hypertrophierten 
Nebenniere von Beriberitieren fehlen bis jetzt, und auch wir muBten 
unseren Plan, sie anzustellen, einstweilen aus auBeren Griinden zuriick- 
stellen. Immerhin sprechen unsere chemischen Untersuchungen und 
Wagungsergebnisse dafiir, daB die Ursachen fiir die Hypertrophie nicht 
in der Nebenniere selber gelegen sind, da die Versorgung der Organe mit 
Nebennierensubstanz sie verhindert. 


1) Erdheim, a.a.O. 8S. 677. 
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Es erhebt sich weiter die Frage, ob wir berechtigt sind, einen Zu- 
sammenhang zwischen der Beeinflussung der Nebenniere und des 
Lipoidstoffwechsels anzunehmen. Beziehungen der Nebenniere zum 
Lipoidstoffwechsel werden von vielen Autoren angenommen und er- 
scheinen sehr naheliegend wegen des auBerordentlich hohen Gehalts 
des Organs sowohl an Cholesterin wie an Phosphatiden. Versuche 
haben gezeigt, daB der Lipoidgehalt der Nebenniere vom Blute aus zu 
beeinflussen ist; so nimmt beim Kaninchen die Nebennierenrinde bei 
Cholesterinfiitterung bis zum Fiinf- bis Sechsfachen zu, unter Erhéhung 
ihres Cholesteringehalts auf ein Mehrfaches'). Andererseits gehen 
auch von den Nebennieren Wirkungen auf den Fettstoffwechsel aus. 
Nach Raab?) bewirkt Adrenalin kurzdauernde Senkungen des Blut- 
fettes, nach Wertheimer*) hemmt es die Umgruppierung der Fette unter 
Phlorrhizinwirkung und beschleunigt den Ubergang der Fette in Kohle- 
hydrat. Dem gegeniiber steht allerdings, daB Baumann und Holly*) 
bei Kaninchen, die die beiderseitige Nebennierenexstirpation lange 
Zeit hindurch iiberleben, keine Verinderung der Blutlipoide fanden, 
solange das Allgemeinbefinden der Tiere ein gutes war, eine Fest- 
stellung, mit der sie sich allerdings in Gegensatz zu den Arbeiten 
der Aschoffschen Schule®) befinden. Jedenfalls lassen sich die Be- 
ziehungen der Nebenniere zum Fetthaushalt bis jetzt nicht auf eine 
einfache Formel bringen, und die dariiber entwickelten Theorien haben 
sich nicht allgemein durchzusetzen vermocht. Wir méchten aber 
glauben, daB unsere Befunde deutlich fiir die Annahme solcher Zu- 
sammenhinge sprechen. Wir haben in allen Fallen zugleich mit der 
Hypertrophie der Nebennieren eine Steigerung des Cholesterins und 
eine Senkung der Phosphatide, in allen solchen, in denen die Hyper- 
trophie nicht zustande kam, ein Verbleiben beider Lipoidfraktionen 
innerhalb der normalen Grenzen gesehen. Es erscheint uns gezwungen, 
einen Zusammenhang zwischen zwei unter den gleichen Umstanden 
eintretenden, durch denselben Eingriff aufzuhebenden Erscheinungen 
in Abrede stellen zu wollen. Besonders méchten wir noch darauf hin- 
weisen, daB die Gegenbewegung von Cholesterin und Phosphatid im 
Blute beriberikranker Tiere ein ganz einzigartiges Vorkommen ist, da 
wir sonst unter den mannigfaltigsten physiologischen und pathologischen 
Bedingungen beide Fraktionen, wenn auch nicht immer ganz gleich- 


1) Wacker und Hueck, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 74, 416, 1913. 

*) Raab, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 49, 179, 1926. 

3) Wertheimer, Arch. f. d. ges. Physiol. 213, 280, 287, 1926. 

4) Baumann und Holly, Journ. of biol. chem. 55, 457, 1923; vgl. auch 
Randkes und Knudson, ebendaselbst 67, 17, 1926. 


5) Rothschild, Beitr. z. allgem. Pathol. u. path. Anat. 60, 39, 1915; 
Landau und MacNee, ebendaselbst 58, 667, 1914. 
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zeitig, so doch ganz gleichsinnig variieren sehen. Vielleicht geben gera 
unsere Befunde ein neues Mittel an die Hand, die Bedeutung der Nebe 
nieren fiir den Lipoidstoffwechsel zu_priifen. 

Auf das Adrenalin werden wir allerdings die von uns beobachtet« 
Wirkungen nicht zuriickfiihren diirfen, denn seine chemischen Reaktion 
fielen in unseren Extrakten negativ aus. Injektionen von | bis 2 cc: 
brachten bei Kaninchen keine deutliche Wirkung auf den Blutzucke: 
gehalt zustande und Blutdruckbestimmungen am Ldwen-Trendelenbu 
schen Priiparat ergaben, daB der Adrenalingehalt des Extrakts kleine 
war als 1 : 5000000. Unsere Tauben hatten also im Laufe von 20 Tage 
héchstens * ,99,mg Adrenalin erhalten, eine Menge, die wohl, tiber 
einen so langen Zeitraum verteilt, kaum derartige Wirkungen hervor 
bringen kénnte. Ubrigens ist Herr cand. med. H..J. Pollack zurzeit 





mit einer Priifung der Adrenalinwirkung bei Beriberitauben beschaftigt 

Wir sind demnach genétigt, in unseren Extrakten die Anwesenheit 
einer anderen, ihrem Wesen nach einstweilen unbekannten Wirk 
substanz anzunehmen, die wir zwar noch nicht niher charakterisieren 
kénnen, die aber wohlumschriebene Wirkungen zeitigt und sich in 
wisserige Lésung iiberfiihren 14Bt. Es ist das nicht die erste Beob 
achtung, die darauf hinweist, daB sich die hormonale Wirkung dé 
Nebenniere nicht einfach auf das Adrenalin zuriickfiihren laBt > 
hat z. B. Obré die Erregbarkeit des motorischen Nerven durch Neben 
nierenextrakt, nicht aber durch Adrenalin steigern kénnen'). Vielleicht 
kann das von uns angewandte Verfahren, das den EinfluB der Substan 
an ihrem Ursprungsorgan zeigt, trotz seiner Weitlaufigkeit bei weiterem 


Suchen als Wegweiser dienen. 


Obré, C. r. de la soc. de biol. S88, 585, 1923. 
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a Den quantitativen Bestimmungsmethoden der Glucuronsaure, 
, soweit sie bisher vorgeschlagen wurden, mangelte es an einer reellen 

“we Grundlage, da z. B. bei den kolorimetrischen Methoden nicht die freie 

icht Saiure, sondern das Lacton, oder verschiedene Salze, oder aber det 

= betreffende Paarling als Vergleichsbasis diente; die verschiedenen 

a Glucuronsiuren verhalten sich aber verschieden, daher muBte die 


bereits an und fiir sich komplizierte Methodik jeweils dem_ be- 
treffenden Falle angepabt werden. 

Als es vor kurzem Ehrlich und Rehorst') gelang, die freie Glucuron 
siure kristallisiert darzustellen, konnte ich im AnschluB an meine zwei 
vor einiger Zeit veréffentlichten Arbeiten®) einen bereits seit lingeret 
Zeit vorgefabten Plan verwirklichen. Im Besitde reiner Priparate von 
freier Glucuronsiure konnte ich versuchen, meine auf der Bialschen 
Probe beruhende spektrophotometrische Methode, die ich zur Be 
stimmung der Pentosen vorgeschlagen habe, zur Bestimmung der 
Glucuronséure auszuarbeiten. Dabei war es klar, daB dies nur méglich 
ist, wenn nicht nur die freie, sondern auch die gepaarte Glucuronsaure 
baw. ihre Glucuronsiurekomponente, sich mit dem Bialschen Reagens 
unter den von mir vorgeschlagenen Bedingungen, zunichst wenigstens 
qualitativ, so verhalt, wie die Pentosen. Das ist aber in der Tat der Fall! 

Es wird zwar angegeben, daB die Orcinreaktion in der Bialschen 
Modifikation an der Glucuronsiure — im Gegensatz zu den Pentosen 


1) F. Ehrlich und K. Rehorst. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 58, 1925 
2) G. Scheff, diese Zeitschr. 147, 90, 94, 1924. 
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negativ ausfallt; und mag dies auch seine Richtigkeit haben. Indesse; 
erwies sich bereits nach meinen ersten orientierenden Versuchen, da 
Glucuronsauren mit dem Bia/schen Reagens dieselben Farbenreaktione) 
wie Pentosen geben, wenn man die von mir vorgeschlagene Art un 


Dauer des Erhitzens iibt 


Um mem zur Bestimmung der Pentosen ausgearbeitetes Verfahre: 
kurz zu wiederholen, vertahre ich wie folgt. 1 cem der zu untersuchende: 
Lésung wird in einem Reagenzglas mit 4 cem des Bialschen Reagens ver 
setzt, das Reagenzglas in ein siedendes Wasserbad versenkt, daselbst 
10 Minuten lang belassen, 3 Minuten lang unter dem Leitungswasserstral}| 
gekiihlt, der entstandene griinblaue Farbstoff mit Amylalkohol extrahiert, 
den man aus einer Biirette zuflieBen JABt, und dessen Volumen genau 
abgelesen werden mul. Die Extraktion erfolgt durch mehrmaliges Un 
schwenken, nicht dureh Schiitteln! Nun wird der Extinktionskoeffizient des 
amylalkoholischen Auszugs, der nicht zu hell und nicht zu dunkel sein dart 
bestimmt. Die gesuchte Konzentration kann jedoch nicht einfach auf Grund 
der Gleichunge = ¢ A gefunden werden, wo «¢ den Extinktionskoeffizienten 
A aber das fiir eine bestimmte Spektralstelle bei jeder Konzentratio: 
konstante Absorptionsverhiltnis (Vierordt) bedeutet. Denn einerseits ist 
die Farbstoffbildung, daher auch das Absorptionsverhiltnis der Pentose 
konzentration nicht proportional, andererseits mui man, um = spektro 
photometrisch priifbare amylalkoholische Lésungen zu erhalten, je nac! 
der Intensitat der entstandenen Farbenreaktion, bald mit mehr, bald mit 
weniger Amvylalkohol ausschiitteln. Hierzu kommt noch, da®B der Amy! 
alkohol beim Schiitteln mit der wasserigen sauren Phase bestimmte Mengen 
von der letzteren aufnimmt und hierdurch merkbar an Volumen gewinnt 
Allen diesen Umstanden mute dadurch Rechnung getragen werden, dab 
im Ausdruck ¢ ¢A, das Absorptionsverhaéltnis A durch einen Wert A 
ersetzt wurde, der aber jeweils nur fiir eine ganz bestimmte Pentoss 
konzentration giiltig ist. Die A-Werte habe ich an einer méglichst groBen 
Zahl verschieden konzentrierter Pentoselésungen wie folgt ermittelt. Der 
nach obigem Vorgange in lcecm der zu untersuchenden Pentoselésung ent 
standene Farbstoff war nach der Extraktion nicht mehr in 1 cem det 
wiisserigen Lésung, sondern in v cem Amylalkohol enthalten, dessen 
Volumen zudem noch durch Aufnahme von der wisserigen Saéure auf 
fj.» vergréBert war. Dann ist aber die gesuchte Konzentration nicht 
c ¢ K, sondern um so vieles gréBer, als anstatt 1 cem des Lésungs 
mittels nunmehr v . f cem vorhanden waren, daher c = ¢.v./. A bzaw., da 
ja zunadchst der Wert von K bestimmt werden sollte, 

K 


Bom an 


Versuche mit Glucuronsiure. 


Die Darstellung des mentholglucuronsauren Ammoniums erfolgte 
nach der von Neuberg und Lachmann') beschriebenen Methode. Der 
in tiblicher Weise gewonnene Mentholharn von Kaninchen wird am 
Wasserbad auf ein Drittel eingeengt. von den eventuell im Laufe der Aus 


1) C. Neuberg und Lachmann, diese Zeitschr. 24, 418, 1910. 
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kithlung ausgeschiedenen Salzen dekantiert, mit Essigsiure gut angesauert 
ind mit Ather éfters ausgeschiittelt. Die vereinigten Atherausziige werden 
ibdestilliert, bis blo ein wiasseriger Riickstand verbleibt, der die Menthol- 
vlucuronséure gelést enthalt. Unter Kiihlung wird nur konzentriertes 
\mmoniak tropfenweise so lange zugesetzt, bis das mentholglucuronsaure 
\mmonium vollstandig ausgeschieden wird. Den Niederschlag bringt man 
aufs Filter, wischt mit ammoniakalischem Wasser nach und lat trocknen. 
Zur Umkristallisation lést man in Wasser. dekoloriert mit wenig Tierkohle, 
filtriert, séuert mit Essigsiiure wieder an und schiittelt mit Ather aus und 
fahrt wie oben fort. Die Umkristallisation laBt sich, abgesehen von geringen 
Verlusten, mit guter Ausheute wiederholen, und man gelangt bereits beim 
erstenmal zu einem glanzend weiBen Préiparat. Das reine mentholglucuron- 
saure Ammonium laBt sich im Vakuum iiber Schwefelsaure bis zur Gewichts 
konstanz trocknen, und dal hierbei sich nur das iiberfliissige Ammoniak 
verfliichtigt, das Salz aber wochenlang unverandert bleibt, ging aus von Zeit 
zu Zeit wiederholten, nach Ajeldah/ ausgefiihrten N-Bestimmungen hervor, 
wobei ich einmal statt des berechneten Wertes von 0,04545 g einen solchen 
von 0,04536 g und 1 Woche spiter am gleichen Praparat anstatt 0,05050 g 
einen Wert von 0,05043 g erhielt. Dieses Resultat spricht entschieden gegen 
einen Verlust von Ammoniak aus dem Verband mit der Saéure. Schmelz- 
punktbestimmungen fiihrten zu keinem brauchbaren Ergebnis, denn es 
kam bloB zu einem allmahlichen Sintern und bei etwa 175°C zu einer 
Braunung der Substanz. 

Beziiglich der Darstellung der freien d-Glucuronséiure und dessen 
Kristallisation verweise ich auf die Originalmitteilung der oben genannten 
Autoren. Hier sei bloB kurz darauf hingewiesen, da das Wesentliche in 
dieser verbesserten Methode in der Spaltung der gepaarten Glucuronsaure- 
verbindung zu suchen ist, die nicht unter Druck, wie gewéhnlich, sondern 
bei Wasserbadtemperatur mit verdiinnter Schwefelséure vollzogen wird. 
Die Schwefelsiure wird mit iiberschiissigem Barytwasser oder Barium- 
carbonat entfernt, wobei die d-Glucuronsaure vollstindig in das Bariumsalz 
iibergeht. Dieses wird durch Alkohol gefallt, in Wasser gelést, bei miaBiger 
Warme mit weniger als der berechneten Menge verdiinnter Schwefelsiure 
zerlegt, die Fliissigkeit vorsichtig verdampft und der verbliebene Sirup mit 
Alkohol extrahiert (wobei das unzerlegte Bariumsalz wieder ausfallt) und 
der alkoholische Extrakt eingeengt. Dabei erhalt man sofort ein kristalli- 
sierendes Produkt, das nur aus freier d-Glucuronséure besteht. Die um- 
kristallisierte Saure lat sich gleichfalls im Vakuum iiber Schwefelséure 
bis zur Gewichtskonstanz trocknen. 

Die in einem reichsdeutschen Laboratorium ausgefiihrte Analyse 
ergab sowohl an den mir von den Herren Ehrlich und Rehorst zugesandten, 
wie auch an zwei eigenen Priparaten Werte, die mit den aus der Forme! 
berechneten recht gut tibereinstimmten. 





Berechnet 
Proz. Proz 
- — 37.17 53 
Praparat von Ehrlich und Rehorst it an 
—— {| 86,82 5,21 ( 37,11 Proz. 
— ! | 36,84 5,24 1 5.20 
. ao 37,64 515 
Kigenes Praparat II 87°62 2» 
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Bei den bekannt nahen Beziehungen zwischen Pentosen und Glu 
curonsaure war es zu erwarten, daB in der amylalkoholischen Losung von 
Pentosen einerseits und der Glucuronsaure andererseits der Verlauf de: 
Lichtabsorption langs des sichtbaren Spektrums zum mindesten ei: 
ahniicher sein wird. was in der Tat der Fall war. Ich habe zuniachst 
um den Verlauf der Absorptionskurve festzustellen, die Extinktions 
koeffizienten beziiglich der freien Glucuronsiure genau in denselben 
Spektralintervallen bestimmt, wie seinerzeit an den Pentosen, und wie 
aus nachstehender Tabelle | ersichtlich 


Tabellk I 





Spektralstelle d-Glucuronsaure 


uu Praparat | Praparat !I 


648.2 0.849 0,954 
6415 O.SS1 
634.7 0.936 
628, 1.017 
621 1.074 
617.7 1.138 
615.4 1.110 
609.7 1.84 
598.2 0.940 
587.6 O8D55 
573.4 0,795 0.899 


das Maximum der Lichtabsorption genau an derselben Stelle, lx 


617.7 wu. wie an der Arabinose gefunden. Es war also wohl gerecht 


fertigt, die weiteren Bestimmungen, da ja ihre Ergebnisse mit den 
seinerzeit an den Pentosen erhaltenen verglichen werden sollten, wiede: 
an der Stelle jenes Absorptionsmaximums auszufiihren. 


Nun galt es, unter ganz identischen Bedingungen die K-Wert« 
sowohl fiir die freie Glucuronséure, wie auch fiir das mentholglucuron 
saure Ammonium zu ermitteln, und war es zu erwarten, dab, wenn 
Hydrolysenprodukte nicht stérend einwirken, das Salz der gepaarten 
Saure dieselben Werte liefert, sofern man diese auf den Gehalt des 
Salzes an reiner Glucuronsaiure bezieht. In nachstehender Tabelle 1! 
sind die Ergebnisse aller dieser Bestimmungen nach ansteigenden 
Konzentrationen der untersuchten Lésungen geordnet, und zwar si 
daB am mentholglucuronsauren Ammonium nicht der Gehalt det 
Lésung an der gepaarten, sondern an der freien Glucuronsiure 
maBgebend war. Daten und Ergebnisse dieser Bestimmungen sind 
in nachstehender Tabelle [1 zusammengestellt, und enthalt der 
letzte Stab die Werte von K. die fiir je eine Konzentration charak 


teristisch sind 
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Tabelle 11. 


A-Werte fiir d-Glucuronséure 
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Zur Extraktion Faktor tur 


onzentratior 
Konzentrs verwendeter die Volumen: 


Verwendete Glucuronsaure Pa \mylalkobol zunahnme des A 
(nv) Amylalkohols 

Proz com /? 

bre . : O.0695 8.0 1.26 
0.0864 6.0 l 27 

0.0948 65 1,27 

: 0,104 5.0) 1,26 

Gepaart 0,199 Pre, 111 9.0 1.26 
bre 7 . 115 11.0 1.24 
O15" 8.0 1.26 
7 0,144 105 1,245 

(repaart O.265 i — 0.148 WD 1.25 
S) _—- : ; 174 9.0 1.26 
Gepaart 0,319 Prez 0.177 10,0 1,25 
Frei , 0.178 10.0 1.25 
, ‘ ' 189 S,| 1.26 
Gepaart 0.396 Prez 0.198 10.0 1.25 
Ire ‘ 5. od 217 10.0 1.25 
Gepaart O.398 Proz. . (1,222 1O.0 1,25 
kre ar 0.231 10.5 1.245 
x ‘ ; O26 10,0 1,25 
Gepaart 0.510 Proz 0983 10.3 1.25 
_ OD17 0.288 11,9 1,24 
Frei di oe 0.289 10,0 1,25 
Gepaart 0,560 Prez 0.311 10.0 1.25 
Pee a. aa! a : 1.316 LOO 1.25 
. ‘ ‘ , 348 11.0 1.24 
Gepaart 0.637 Proz 0.354 10.5 1.245 
bre Soe a 1.379 10.0 1.25 
. O.385 11.0 1.24 

- nal . 0.392 11. 1,24 
Crepaart 0.713 Pre; 396 10,0 1.25 
ee ee 0,435 11.0 1.24 
Gepaart 0,796 Droz. . 0,443 11.5 1.24 
Fre ; om 0,462 12,0 1.24 
“ — . 0.474 11,0 1,24 
Gepaart 0.864 Proz ; 0,480 12.0 1,24 
OS892 . 1,496 11.5 1,24 

- O919 . oe 0,511 12,0 1,24 
Frei .. te 0.564 11.5 1,24 
0.615 13.5 1,23 

0.634 12.9 1,24 

0,695 12,0 1,24 

0,758 14,0 1,23 

0.868 12.0 1.24 

0.869 12.0 1,24 


O76 
00913 
OO OOUSNE 
1) mp4 
O.0O109 
0114 
0.01294 
O00] 14 
O.OTSS 
O.O1SD 
OO151 
O06! 
O.0170 
0,0172 
0.0187 
M0144 
0.0200 
00,0229 
0.0237 
O.240) 
0.0238 
O.02454 
O.0266 
O02 86 
1.0291 
O3810 
OL809 
OO81L5 
O.U804 
O.08348 
0.0346 
ORD 
0.0566 
0.0377 
O.0878 
0.0391 
0.0423 
0.0454 
0.0463 
0.0499 
0.0528 
0,0572 
0.0575 


Diese Werte wurden auch als Ordinaten in ein Koordinatensystem 
eingetragen, das die Konzentration der verwendeten Lésungen auf 
der Abszissenachse verzeichnet enthalt und durch die Schnittpunkte 
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die nachstehend abgebildete Kurve gezogen; gleichzeitig aber auch 
um einen Vergleich zu erleichtern, auf Grund der in meiner erwahnten 
Mitteilung enthaltenen Daten die entsprechenden Kurven fiir Arabinoss 


und Xylose abgebildet 


" Glur NSA 
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/ ‘a 
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Abb. 1. 


Man sieht aus den einander folgenden AK-Werten in der Tabelle I! 
wie auch an der Kurve, daB die der gepaarten Saure angehérenden 
Werte mit hinreichender Genauigkeit in die Reihe bzw. in die Kurve 
fallen, in der auch die Werte der freien Saiure') enthalten sind, so dali 
sicher ausgesagt werden kann, daB sich die gepaarten Glucuronsduren 
in der von mir verwendeten Modifikation der Bialschen Probe qualitati: 
und quantitativ so verhalten, wie die freie Sdure. 


') Die auf die freie Saéure beziiglichen Werte sind mit Ringen be 


zeichnet. 
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Tabelle 111. 








Konzentration K | ( | Konzentration K| f 
Proz v. / =’ Proz r / 
O10 O.OL00 0.46 O.0356 
+11 O108 0-47 (0362 
0.12 OTL 0-48 0.03869 
13 0.0123 49 0.0375 
O14 0.0150 050 O.O381 
15 0013S 51 O.O387 
(16 OO1L45 0.52 0.0393 
0-17 0.0153 0.53 0.0399 
18 (0160 0.54 0.0405 
0.19 0.0168 0.55 0411 
0.20 OOL7TS O56 0.0417 
21 0.0183 0.57 0.0423 
(),22 0.0190 O58 0.0429 
0.23 O.OL9S O59 0.0435 
0,24 0.0205 0.60 0.0441 
0.25 00213 0.61 0.0447 
0.26 0.0220 0.62 0.0452 
0.27 0.0227 0.63 0.0458 
0.28 0.0232 0.64 0.0463 
0.29 0.0241 0.65 0.0469 
0.30 0.0248 0.66 0.0474 
0.31 0.0255 0.67 0,0480 
0,32 0,0261 0.68 0,0485 
0.33 0,0268 0.69 0,0491 
0.34 0.0275 0.70 0.0496 
0.35 0,282 0.71 0.05 
O36 0.0289 0.72 0.0506 
O37 0.0296 0.73 O.0511 
0.38 0.0303 0.74 O.0515, 
0,39 ®.031L0 0,75 0.0520 
0.40 0.0316 0.76 0.0525 
0,41 0.03823 0.77 0,0529 
0,42 0,0330 0.78 0.05384 
0,43 0.0336 0.79 0.0539 
0.44 0.0343 O80 0.0543 
0.45 0.0349 


Kinmal im Besitz der Glucuronsaurekurve, habe ich fiir die Glucuron 
siiurekonzentration von 0,10 bis 0.80 Proz. alle zugehérigen K-Werte 
teils durch graphische, teils durch lineare Interpolation erhalten und 
die betreffenden Werte in Tabelle [11 zusammengestellt 

e - 
Auf Grund der Gleichung K bzw. v.f.é _ konnte 

a , K 
ich dann ohne weiteres den zu jeder Konzentration gehérenden Wert 
von v.f.e berechnen. Diese Werte sind in Tabelle IV zusammen- 


gestellt. 


Man wird also, um die Konzentration einer Lésung von freier Glu- 


curonsaure oder von mentholglucuronsaurem Ammonium zu bestimmen, 








+. Scheff 


Tabelle 1V. 





Konzentration 


Proz 


10 
104 
(11 
115 
(12 
125 
O13 
135 
14 
O.145 
O15 
0.16 
O17 
O18 
O19 
0.20 
0.215 
0,225 
0.235 
0,245 
0,27 
0,29 
O31 
0,32 


aS se se 2 
ER nn ee ee es 


~Ww— 





Konzentration 


Proz 


0.69 
0.71 
1.73 
0.75 
0.76 
0.78 
OLSs0 


Tabelle V. 





Zu 5ccm der 
HCl-Orcins 
Pentoses bzw. 


na 
Glucuronsaure: 


losung hinzu- 


getugter Amyl- 


alkohol 
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Zu 5 ccm der 
H Cl-Orcin: 
Pentosee bzw 
Glucuronsaure: 
losung hinzu- 
gefuyter Amyl- 
alkohol 
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18 
19 
a) 
21 
22 
23 
24 
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Spektrophotometrische Bestinunung 
|eem der zu prifenden Lésung nach der gegebenen Vorschrift mit 
eisen- und orcinhaltiger Salzsaure erhitzen, mit dem entsprechenden 
venau bekannten Volumen Amvylalkohol ausschiitteln. den Extinktions 
koeffizienten bestinmmen, das Produkt v.¢ noch um den Faktor f aus 
der am Ende des Textes wiedergegebenen Tabelle \ 
einfach aus Tabelle IV die dem Werte v./.¢ entsprechende gesuchte 
Zur Berechnung des korrigierten 


die bereits erwahnte und aus 


korrigieren und 


(slucuronsaurekonzentration ablesen 
Volumens des Amylalkohols v ./ dient 
meiner friiheren Mitteilung tibernommene Tabelle V 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. P. Hari mit Hilfe der von der Ella 
gewendeten Mittel ausgefiihrt: ihrer 


Dank quittiert 


Sachs- Plot:-Stiftung zu 


Verwaltung sel ounsel bester 








Deutung und Folgen der Verinderung 
in der Kérperzusammensetzung kleiner, an Hunger oder 
Unterernihrung verendeter Tiere. 


Von 
Emerich Szorényi. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ung. Universitit 


Budapest.) 


(king qangen am 24. Januar 1927.) 


Es ist langst bekannt, daB der auf die Kinheit des Kérpergewichts 
oder der Kérperoberfliche reduzierte Energieumsatz an manchen 
Individuen wesentlich andere Werte aufweist als an den meisten anderen 
Individuen derselben Tierart. So fallt z. B. der derart berechnete 
Wert erheblich geringer an solchen Tieren aus, in denen vorangehend 
grébere Mengen Fett angesetzt wurden: denn auf diese Weise wird 
zwar das Koérpergewicht erhéht, die Umsitze nehmen aber nicht in 
solchem MaBe zu, da sich an ihnen das Fettgewebe in weit geringerem 
Grade als der EiweiBbestand beteiligt. Das Umgekehrte kann an selu 
fettarmen, besonders muskulésen Individuen der Fall sein. 

Auch ist es wiederholt beschrieben worden, da8 im protrahierten 
Hungerzustande oder bei chronischer Unterernihrung der reduzierte 
Energieumsatz zuweilen ganz erheblich abnimmt, und wurde fiir diese 
Falle eine absolute und, was eigentlich ausschlaggebend ist, auch eine 
relative Verringerung des EiweiBbestandes teils angenommen, teils 
auch bewiesen. 

Zu einer anderen Kategorie gehéren die Falle, in denen ein und 
dlasselbe Tier zu verschiedenen Zeiten einen verschieden groBen 
reduzierten Energieumsatz aufweist, dabei aber sein Kérpergewicht 
ein annihernd konstantes ist, so daB man keine Veranlassung hat 
eine Anderung seiner Kérperzusammensetzung im obigen Sinne an- 
zunehmen. So fand Graham-Lusk'), daB der reduzierte Energieumsatz 
eines seiner Versuchshunde, wenn das Tier nach einem langeren Aufent 


!) Graham Lusk, Journ. of biol. Chem. 20, 565, 1915. 
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iit am Lande, wo es sich in Freiheit bewegen konnte, nach dem 
Institut in der Stadt zuriickgebracht und bald darauf kalorimetrisch 


veprift wurde, wesentlich gréBer war als nachdem das Tier wieder 
lingere Zeit hindurch in den Institutsriumen gehalten ward. (Ob 
hierbei physiologische oder psychische Momente im Spiele sind, mag 
hier unerértert bleiben.) 

Weit schwerer zu deuten sind die oft recht erheblichen Schwan- 
kungen des reduzierten Energieumsatzes, die man in lingeren Serien- 
bestimmungen erhilt, namentlich, wenn man zu diesen Versuchen ge 

. fiitterte, jedoch immer im Niichternzustande untersuchte kleinere Ver 
suchstiere (Ratten, Miuse) verwendet, die erfahrungsgemaB auch relatiy 
ungemein grobe Schwankungen ihres Kérpergewichts nach beiden Rich- 
tungen hin aufweisen. Die Schwankungen des reduzierten Energie 
umsatzes kénnen so groB sein, da} man oft Miihe hat, auf Grund der 

Bitat voneinander erheblich abweichenden Werte den Grundumsatz zu 
ermitteln 

Hat das Kérpergewicht eines solchen Tieres eine Zunahme er- 
fahren, so laBt sich die Verringerung des reduzierten Energieumsatzes 

chts sehr leicht im obigen Sinne aus dem Fettansatz erkliren. Ist aber die 

then Zunahme des Koérpergewichts mit einer VergréBerung des reduzierten . 

—- Energieumsatzes verbunden, so miibte angenommen werden, daB nur 

nete der EiweiBbestand des Tieres eine Vermehrung, und zwar nicht nu 

_ eine relative, erfahren hat. Da® an erwachsenen Tieren EiweiBansatz 

wird nur ausnahmsweise vorkommt, ist langst bekannt: doch sind die dies- 

+ in beziiglichen Erfahrungen an gréBeren Versuchstieren gewonnen und 

rem ist es ganz gut méglich, daB kleine Versuchstiere, wie z. B. Mause, sich 
seh anders verhalten. Es ist aber auch méglich, dab der reduzierte Energie 

umsatz auch bei unverandertem Kérpergewicht Anderungen nach 
hoe beiden Richtungen hin erfahrt, und zwar dadurch, daB Einschmelzung 
vale von KérpereiweiB mit gleichzeitigem Fettansatz, oder umgekehrt 

_ Fettschwund mit gleichzeitigem EiweiBansatz vergesellschaftet ist 

pine 

oo Solche Fragen kénnen natiirlich nicht anders als auf experimen 
tellem Wege gelést werden: man miibte am selben Tiere vor und nach 

and einer bestimmten Fiitterungsart einerseits kalorimetrische Bestimmungen 
= ausfiihren, andererseits jedesmal, also zu wiederholten Malen auch die 
balad Kérperzusammensetzung bestimmen, was ja natiirlich ein Ding der 

” Unmdglichkeit ist. 

an- Das Problem ist ein sehr verwickeltes und besteht aus einer Anzahl 

satz von Teilproblemen. In nachstehender Arbeit habe ich eines dieser 

nt Teilprobleme zu lésen und namentlich zu ermitteln versucht, wie sich 
am hungernden und am untererndhrien Tiere das Verhdltnis zwischen 
Wasser-. Eiweif- und Fettgehalt qestaltet ' 
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A. Versuchseinrichtung, 


Zu den Versuchen wurden erwachsene weile Mause gruppenwe 
verschiedenartig ernahrt und zu einem geeigneten Zeitpunkte der Analy 
zugettuhrt. An emer ersten Gruppe von Tieren wurde die Menge der v: 
gelegten Nahrung so lange geaindert, bis sich das Kérpergewicht nicht my 
anderte; sobald dieser Gleichgewichtszustand eine Zeitlang bestanden hat? 
wurden die Tierkérper analysiert. An einer zweiten Gruppe wurde cd 
Nahrung und (mit Ausnahme der Miause 2 und 5) auch das Trinkwass 
entzogen, und wurden die Tiere analysiert, sobald sie dem Hungerto 
voraussichtlich bald erlegen waren. An einer dritten Gruppe wurde 
Nahrung, bestehend in Hafer oder in Weibgeback, das zuvor in Wasse: 
eingelegt war, soweit beschrankt, dal die Tiere von Tag zu Tag an Kéry™ 
gewicht abnahmen und infolge der ungeniigenden Ernahrung zugrun 
vegangen waren. Kurz vor dem zu gewartigenden Tode wurden die Tic 


der Analyse zugefiihrt. 


B. Methodik der Versuche. 


Das zu analysierende Tier wurde durch Abknickung der Wirbelsaul 
im obersten Cervicalabsehnitt und dadurch bewirkte Zerstérung des Ha 
markes fast augenblicklich getétet und der Kadaver gewogen. Da 
die groBen und wechselnden Stickstoffmengen der Epidermis und der Haare 
die Verhaltnisse in unberechenbarer Weise kompliziert haitten, wurde de: 
Kadaver nach der Abwage die Haut abgezogen, was bis nahe an das dista| 
Ende der Extremitaten leicht durchzufiihren war; dort war eine glatt: 
Loslésung der Haut nicht mdglich, so daB die auBersten Enden det 
Extremitaten mit einem Scherenschlag abgeschnitten und zur abgezogerer 
Haut geschlagen werden mufbten. Gleich darauf wurde die Bauchho! 


gedffnet, der Inhalt der Diarme mit einer Pinzette herausgestreift, auch de1 
Inhalt des aufgeschnittenen Magens entfernt, und der abgehiutete Kadaver 
(mitsamt dem leeren Darm und Magen) gewogen. Auf diese Weise erga! 
sich ein Gewichtsunterschied, der zum gré8ten Anteil durch den nunmel 
fehlenden Magen- und Darminhalt, zu einem kleineren Antei!l durch Wasse: 
verdampiung wahrend der allerdings kaum mehr als 5 Minuten dauernden 
Manipulationen und zum geringsten Anteile durch Blut verursacht wurde, 
das an den Instrumenten haften blieb. Der Gesamtverlust betrug in det 
Mehrzahl der Falle etwa ', g. zuweilen weniger, zuweilen mehr. Den von 
Haut, Magen- und Darminhalt befreiten Tierkérper, der auBerdem noch 
die soeben erwihnten Verluste erlitten hat, wollen wir der Kiirze halber als 
.abgehdutetes Volitier®* bezeichnen; an diesem wurden die Bestimumungen 
ausgefiihrt, und die Ergebnisse teilweise auch auf das ..fettfrei gedachte Tie 

umgerechnet. 

Das abgehautete Volltier wurde mittels einer Schere grob zerkleinert, 
an der Schere haftengebliebene Teile mit der Hauptmasse vereinigt, dies: 
auf einem Uhrglase im Wasserdampf-Thermostaten bis zur Gewichts 
konstanz getrocknet und so der ,,7'rockensubstanzgehalt’ ermittelt. Di 
Trockensubstanz wurde im Wagezimmer so lange frei an der Luft stehe: 
gelassen, bis keine weitere Gewichtszunahme mehr erfolgte, gewogen wid 
die auf diese Weise erhaltene ,,/ujttrockene Substanz” in einem Messingmorser 
zu einem mdglichst gleichmaBigen, feinen Pulver verrieben. Dieses dient: 
zu den eigentlichen Analysen. An fettarmen Tieren gelang die Pulverisierung 
ohne weiteres, an fettreichen mubte erst am grob zerkleinerten Tierkérper 
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is Fett durch Extraktion entfernt werden. Die entfettete Masse war gut 
iverisierbar und wurde dann weiter verarbeitet. In aliquoten Anteilen 
es Pulvers wurde in Parallelanalvsen der Fettgehalt durch 48stiindiges 
xtrahieren mit Ather, der N-Gehalt aber nach Kjeldahl bestimmt, und 
is dem N-Gehalt der EiweiBgehalt des Tierkérpers unter Vernachlassigung 


ustiger N-haltiger Bestandteile in der Annahme berechnet, da dem 
fesamteiweils ein N-Gehalt von 16 Proz. zukomme. Bei der Bestimmuny 
les Aschengehalts habe ich nach der bekannten Vorschrift die zu ana- 
vsierende Substanz erst bei gelinder Rotglut verkohlt, aus der Kohle dic 


shlichen Salze mit heibem Wasser extrahiert, und nun erst den Riickstand, 
ler keine bei héherer Temperatur flichtigen Salze mehr enthielt, gegliiht. 
Zu dem Glihriickstand wurde die durch Extraktion gewonnene Salzlésung 
hinzugefiigt, eimgedampft und der Riickstand bei schwacher Rotglut 
kurz erhitzt. Es mu aber bemerkt werden, daB an Maus 6, 19, 13 und 1 
nur je eine Aschenbestimmung ausgefiihrt werden konnte, und an Maus 16, 
5 und 17 die Parallelanalysen nicht gut tibereingestimmt haben. Die bei 
den anderen Tieren angegebenen Daten stellen Mittelwerte aus gut tiberein 
stimmenden Doppelanalysen dar. 


C. Die Versuchsdaten. 


Die auf die normal ernahrten, hungernden und unterernihrten 
Tiere beziiglichen Daten sind in den Tabellen 1, 11 und [Il zusammen 
gestellt Tebelle I enthalt die allgemeinen. Daten, Tabelle !1 die 
\nalysenergebnisse, die sich auf das gesamte abgehiutete Volltier 
beziehen, in Tabelle [11 sind diese Werte auf den fettfrei gedachten 
Tierkérper umgerechnet. 

Dabei ist aber noch folgendes zu bemerken Im Wasser- bzw 
Trockensubstanzgehalt war an fiinf von den sechs normal ernihrten 
Tieren kein gréBerer Unterschied vorhanden, wohl aber am auberst 
fettreichen Tiere 10, das aus diesem Grunde von der Berechnung der 
mittleren Zusammensetzung des abgehauteten Volltieres ausgeschlossen 
werden mubte, aber mitberiicksichtigt wurde bei der Umrechnung 
auf den fettfrei gedachten Tierkérper. Ferner darf auch nicht ver- 
gessen werden, daB die Abhautung so manche Fehler involviert, da 
sich die nicht mitanalysierte Haut am hungernden und am unter 
ernihrten Tiere méglicherweise anders els der iibrige Tierkérper andert 
Kin solcher, wenn auch wahrscheinlich sehr geringer Fehler entsteht 
sicherlich dadurch. da®B die Haargebilde auch wihrend des Hungerns 
bzw. der Unterernihrung weiter wachsen, was einem N-Ansatz gleich 
kommt und dadureh ein N-Defizit bei der Analyse des iibrigen Tiet 
kérpers verursacht. ‘ 

Dab trotz alledem die Bestimmung der einzelnen Korperbestand 
teile an die Grenze der Genauigkeit heranreichte, die bei Wasser 
KiweiB-, Fett- und Aschenbestimmung an einer so wenig homogenen 
Substanz, wie der zerkleinerten Tierkérper, tiberhaupt moglich ist 


geht aus dem letzten Stabe der Tebelle Il hervor. die zeigt. daB im 
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Mittelwert je einer Gruppe von Tieren 98.5 baw. 98.8 baw. 97.8 Pro 
der gesamten analysierten Masse zuriickerhalten wurden, wobei 
den fehlenden 1,2 bis 2.2 Proz. auch das Glykogen enthalten ist. d 


nicht gesondert bestimmt wurde 


D. Ergebnisse der Versuche. 


Der EinfluB des totalen Hungerns und der ungeniigenden |) 
nihrung auf die prozentuale Zusammensetzung des Tierkérpers alt 
sich ermitteln, wenn man die an diesen Tieren erhaltenen Mittelwert: 
die fiir die einzelnen Koérperbestandteile (Wasser, Trockensubstanz 
KiweiB, Fett) berechnet sind, mit den entsprechenden Daten der norma! 
ernihrten Tiere vergleicht. 

a) Beziiglich der Volltiere ergab sich folgendes 

Fettgehalt. \n der prozentualen Zusammensetzung der Tiere ist 
am auffallendsten die Abnahme des Fettgehalts auf etwa den dritten Tei! 
des urspriinglichen Wertes im hungernden Tiere, auf einen noch ge 
ringeren Wert im unterernahrten Tiere. Es ist dies eine so lange und 
allgemein bekannte Tatsache, daB hieran keinerlei weitere Erérterungen 
gekniipft werden miissen. (Anders verhalt es sich beziiglich der Frage 
ob das Uberwiegen des verbrannten Fettes auch dann zum Ausdruck 
kommt, wenn man nicht dessen prozentuale, sondern absolute Menge 
vergleicht. Hieriiber siehe Naheres weiter unten.) 

Wassergehalt. Der prozentuale Wassergehalt der hungernden und 
ungeniigend ernihrten Tiere ist konstanter als der des norma! ernahrten 
dort schwanken die Werte zwischen 70,9 und 72,9 bzw. 72,8 und 
74,9 Proz., hier aber zwischen 58,7 und 71,3 Proz.; bzw. wenn man 
vom besonders fettreichen Tiere 10 absieht, zwischen 66.6 und 71,3 Proz 
DaB dies mit dem starker als an hungernden und schlecht ernahrten 
Tieren wechselnden Fettgehalt der normal ernihrten zusammenhingt 
geht z. B. auch aus den Angaben von Magnus-Levy') hervor, der an 
einem fetten Schafe 35 Proz., an einem weniger fetten aber 57 Proz 
Wasser fand. 

Vergleicht man die mittleren Werte in Tabelle I], so ergibt sich 
folgendes: im Hungerzustande ist der Wassergehalt deutlich, im Zustand 
der Untererndhrung noch stdrker erhéht (die Trockensubstanz entsprechend 
herabgesetzt). Dieser Befund stimmt gut mit einigen aus der Literatur 
bekannten Daten iiberein, so zunichst mit den Angaben von Tachau*) 
der an nicht hungernden Miausen einen Wassergehalt von 61 bis 74 Proz 


1) Noordens Handb. d. Pathol. des Stoffwechsels 1, 445. 
2) Tachau, Wasserverteilung u. Odembildung bei Salzzufuhr, cies+ 


Zeitschr. 67, 338, 1914. 
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Tabelle 11. 


Zusanunensetzung des abgehauteten Volltiers. 








Von de 
Trockens : analysiert« 
Tier Wasser substanz biweifh Fett Asche Seletes 
Nr wieder 
getunder 
g Proz g Proz g Proz g Proz g Proz Proz 
3 112,27, 70,0 | 5.25 | 300 3,909) 17,6 . 1,33 7.6 O68 39 9, | 
6 8.70 69.4 384 30.6 219 17.4 1,09 8.7 034 2,7 98,2 
10}} 937) 58.7 | 6,60 | 41.3 22% 138 | 359) 21,9 0,52) 33 97.6 
15 8.42 666 4,23 34 LSS 14.9 1,36 10.7 || O,77 | GI 98,5 
1b 827 684 $3.82 31.6 2,038 16.8 1.10 91 O72 59 L003 
19 S10 713 3.260 (28.7 1S] 16.1 0.68 6.0 O46 40 97.4 
Mittelwerte a 
ohne Tier 10 69.1 30.9 16.6 s.4 45 oS.5 
2' 820) 71,2 | 33 28.7 | 224 195 3,1 | 0,58 | 5,1 98,4 
5 845) 725 321 27,5 2.38 20,4 26 O55 4,7 11H),2 
i2 7,59| 72,8 | 281 | 27,2 1,96 19.0 2,9 | 042 4,1 98,9) 
138 6,54 71.1 266 289 1.72 18,7 2,7 0,49 53 97, 
14 6.47 709 2.65 29.1 1.77 19.4 2, 0.53 5.8 YS. 
17, 5,76) 72,9 | 2,14 | 27,1 130) 165 5, 041 5.2 977 
20° 8,82 72.2 | 340 27,8 239 19,6 25 064 52 99.5 
Mittelwerte: 71.9 28.1 19.0 28 51 YS.S 
1 7,98; 73.5) 2,89 265 1.82 166 0,32 29 O47 43 97.3 
4 19,24 738 | 3,638 262 248 17,9 | 0,30 21 0,63 4,5 98.4 
7: 821' 749 |) 274 | 25,1 1,69 146 | 0,24 22 054 49 67 
9 695 72,8 | 2,59 2 159 16.6 024 25 0.49 52 97,1 
1S 6.40 74,1 2.24 1.53 17.7 (1.22 2.5 0,46 9.3 99,7 
Mittelwerte: 73,8 16.7 24 1.8 97.8 





fand. wihrend die betreffenden Werte bei mir 59 bis 71 Proz. betragen 
An hungernden Tauben fend Lukjanow') den Wassergehalt in Ober 
schenkelmuskeln und Knochen erhéht, in einer Reihe anderer Organe 
unveriindert, in Pankreas und Leber herabgesetzt; Voit?) in Knochen 
eines verhungerten Hundes, Sed/mair*) in Knochen hungernder Katzen 
erhéht, Moulton*) in Rindermuskeln unverandert, in der Leber etwas 
erhéht, Junkersdor/*®) in kurzdauernden Hungerversuchen am Hunde 
in der Leber etwas herabgesetzt. Biddle und Howe®) ebenfalls an Hunden 


') Lukjanow, Zeitschr. f. phys. Chem. 18, 339, 1888. 

2) Voit, Gewichte der Organe eines wohlgenahrten und eines hungerndet 
Hundes, Zeitschr. f. Biol. 30, 510, 1894. 

3) Sedlmair, Uber die Abnahme der Organe insbesondere der Knocher 


beim Hunger. Ebendaselbst 37. 

4) Moulton. Biochem. changes in the flesh of beef animals during 
underfeeding. Journ. of biol. Chem. 48. 

) Junkersdor/, Beitrage zur Physiologie der Leber. I. Mitt. Pfliigers 
Arch. 186, 238, 1920. 

8) Riddle und Howe, Biochem. Bull. 2, 386 bis 389. 
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n den Muskeln etwas erhéht. Zuntz') fand das Knochenmark unter- 
ernahrter Kalber ,,ganz ungewéhnlich* wasserreich. 

Eiweifgehalt. Der prozentuale Eiweifgehalt der hungernden Tiere 
var erheblich erhéht. Die Zunahme betrug etwa 15 Proz. und wird erst 
weiter unten ihre Erklarung finden. Bei ungeniigender Ernaihrung 
nimmt der prozentuale EiweiBgehalt weniger stark zu. 

Wenn auch am normalen wie auch am hungernden und unter- 
ernihrten Tiere Werte vorkommen, die stark aus der Reihe springen, 
und in obigen Mittelwerten naturgemaB alle unvermeidlichen Analysen- 
fehler sich summieren, kénnen obige Ergebnisse als geniigend sicher- 
gestellt angesehen werden; um so mehr, da an den Volltieren die 
Resultante aus dem abnehmenden Fett- und dem zunehmenden 
KiweiBgehalt mit der Anderung des Trockensubstanzgehalts, wie 
aus nachstehender Zusammenstellung hervorgeht, gut tibereinstimmt, 
zumal, wenn man in Betracht zieht, daB sicherlich auch das Glykogen 
eine EinbuBe erlitten haben muB. 





Wasser Trockensubstanz Eiweif Fett 

Proz. Proz. Proz. Proz. 
OS eee ee +- 2.81 2.81 + 2.44 5,62 
Unterernahrung. . . +. 4,69 4,69 + 12 5,97 


b) In dem fettfrei gedachten Tierkérper verhalt sich die Sache 
etwas anders. Wie den Daten der nachstehenden Tabelle’ II] zu ent- 
nehmen ist, sind die durch Hunger bzw. ungeniigende Ernihrung 
verursachten Anderungen in der Zusammensetzung des fettfrei ge- 
dachten Tierkérpers geringer als im Volltier. Auch ist ein gewisser 
Gegensatz zwischen hungernden und ungeniigend ernahrten Tieren 
zu konstatieren: der Wassergehalt ist am Hungertier etwas herab- 
gesetzt, am unternihrten unveraindert; ger Eiweibgehalt am Hunger- 
tier deutlich erhéht, am unterernihrten ein wenig herabgesetzt. Diesen 
Befunden, namentlich dem Gegensatze zwischen beiden Gruppen, 
méchte ich aber angesichts der meist bloB recht geringen Ausschlige 
keine besondere Bedeutung zumessen, um so weniger, als ja in den 
genannten Werten die unvermeidlichen, wenn auch nicht zu groBen 
Fehler der Fettbestimmung zum Ausdruck kommen. Auch die Be- 
funde friiherer Autoren weisen diesbeziigliche Widerspriiche auf, indem 
nach Schultz?) der N- bzw. EiweiBgehalt in der fettfrei gedachten 


Trockensubstanz unverindert, nach Biddle und Howe*) aber erhoéht ist. 


') Zuntz, Noordens Handb. d. Pathol. d. Stoffwechsels 1, 446. 

2) Schultz, Uber d. Verteilung von Fett u. EiweiB bei magerem Tier usw. 
Arch. f. d. ges. Phys. 66, 145, 1897. 

3) le. 


Biochemische Zeitschrift Band 183 24 
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Tabelle 111. 


Zusammensetzung des abgehauteten und fettfrei gedachten Tierkérpers 





Tier Wasser Trockensubstanz Eiweifs 
Nr. Proz. Proz. Proz. 
3 75,8 24,2 19,1 
6 76,0 24,0 19,1 
10 75,2 24,8 17,6 
15 74.6 25,4 16,7 
16 75,3 24,7 18,5 
19 75,9 24.1 17,1 
Mittelwerte : 755 24.5 18,0 
2 73,4 26,6 20.1 
5 74,4 25,6 20.9 
12 75,0 25,0 19.6 
13 73,1 26.9 20.5 
14 72.9 27,1 19.9 
17 75,3 24,7 17,0 
20 74,0 25,9 20.1 
Mittelwerte : 74.0 26,0 19,7 
1 75,6 24.4 17,2 
4 75,5 24,5 18,3 
7 76,6 23,4 14,5 
9 74,7 25.3 17,0 
18 76,0 24,0 18,2 
Mittelwerte : 757 244 17,1 


E. Deutung der prozentualen Anderung in der Zusammensetzung des Tier- 
kérpers. 


Die bedeutende Zunahme des relativen Wassergehalts im hungern- 
den und im unterernéhrten Tiere ist eine feststehende Tatsache und es 
fragt sich, ob hieraus auf eine Verwdsserung des Tierkérpers geschlossen 
werden darf, entstanden durch Retention von Verbrennungswasser an 
den Hungertieren, von gelrunkenem Wasser an den unterernihrten ’ 
DaB dies nicht der Fall ist, geht aus der ebenfalls feststehenden Tat- 
sache hervor, daB auch der relative EiweiBgehalt am Hungertiere 
eine bedeutende (am unterernihrten Tiere keine) Zunahme erfahrt 
Gehen wir von der allerdings etwas iibertriebenen Annahme aus, 
daB im Tiere das Wasser nur als Lésungsmittel fiir das Kérper- 
eiweiB vorhanden ist, so ergibt sich, daB der Tierkérper normalerweise 
in 69,1 g Wasser plus 16,6 g EiweiB 80,6 Proz. Wasser, im Hunger- 
zustande in 72,0g Wasser plus 19,0 g EiweiB 79,1 Proz. Wasser, bei 
Unterernihrung in 73,8 g Wasser plus 16,7 g EiweiB 81,5 Proz. Wasser 
enthalt, mit anderen Worten, daB das Hungertier als eine Eiweifléswng 
gedacht ein wenig verdiinnter, das untererndhrte ein wenig konzentrierter 
ist als das normal erndhrte Tier; bzw. wenn man die geringen Unter- 
schiede zwischen hungernden und unterernahrten Tieren als von Versuchs- 
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fehlern herrihrend betrachtet und von beiden Gruppenmittelwerten 
einen neuen Mittelwert bildet, die hungernden und untererndhrten Tiere. 
als wisserige EHiweiBlésung gedacht, sich von normal erndhrten nicht 
unterscheiden. Das ist auch ganz plausibel, wenn man bedenkt, dab 

wieder im Sinne obiger Annahme — beim Einschmelzen von Gewebs.- 
eiweiB stets auch proportionale Mengen von Wasser aus dem Verbande 
gelést und ausgeschieden werden; wird aber neben EiweiB und Wasser 
auch ein solcher Kérperbestandteil eingeschmolzen, der, wie das Fett, 
wenig oder gar keinen Bezug auf das Kérperwasser hat, so muf dies 
notwendigerweise zu einer relativen Zunahme nicht nur des relativen 
Eiweifgehalts, sondern auch zu der des relativen Wassergehalts fiihren. 


Hiermit im Zusammenhang ist aber auch eine der eingangs auf- 
geworfenen Fragen beantwortet, ob naimlich — als Gegenstiick zur 
Abnahme des auf die Kérpergewichtseinheit reduzierten Energie- 
umsatzes infolge Fettansatzes bzw. einer Zunahme des Energieumsatzes 
infolge EiweiB- (Muskel-) Ansatzes — eine Abnahme oder eine Zunahme 
des reduzierten Energieumsatzes auch bei abnehmendem Kor pergewicht, 
wo also weder Fett noch EiweiB angesetzt wird, sondern im Gegenteil 
verloren geht, méglich ist? Die Frage muB nach beiden Richtungen 
hejahend beantwortet werden. Ist namlich verhaltnismaBig mehr Fett 
als EiweiB verloren gegangen, so wird der relative Eiweifgehalt trotz 
der gleichzeitigen Zunahme des relativen Wassergehalts so stark erhdht. 
dag der auf die Kérpergewichtseinheit reduzierte Energieumsatz eine Er- 
héhung erfahrt. I\st hingegen der Organismus dadurch eiweiBairmer 
geworden, daB mehr EiweiB als Fett verbrannt wurde, so muB es, da in 
dem verhaltnismaBig fettreicher gewordenen Tierkérper die Umasiitze 
stirker abgenommen haben als das Kérpergewicht, zu einer Herab- 
selzung des reduzierten Energieumsatzes kommen, die nur teilweise 
dadurch kompensiert ist, daB neben dem erhéhten EiweiBverlust auch 
ein starkerer Wasserverlust eingetreten ist, durch den das Kérper- 
gewicht weiter abgenommen hat. 


F. Folgen des absoluten EiweiB- und Fettverlustes. 


Es ist eine landliufige Ausdrucksweise, wenn man sagt, daB sich 
das Hungertier iiberwiegend auf Kosten seines Fettbestandes erhdlt. Sie 
basiert auf der unbestreitbaren Tatsache, daB im Korper eines ver- 
hungerten Tieres meist tiber 90 Proz. des vormaligen Fettes und nur 
etwa die gréBere Halfte des vormaligen Eiweibbestandes fehlen. Es 
soll nun gezeigt werden, daB obige Tatsache zwar selbstverstandlicher- 
weise zu Recht besteht, jene Ausdrucksweise aber fiir viele Faille nicht 
richtig ist. In nachstehender Tabelle 1V habe ich den in Grammen 
ausgedriickten EiweiB- und Fettverlust meiner hungernden und unter- 


24* 
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Tabelle IV. 





Eiweif Fett 
lier - -——— - 
Nr. vorher nacbher Verlust vorher nachher Verlust 
& 2 & & 8 & 

2 2,82 2,24 0,58 1,43 0.36 1,07 68 Stunden gehungert 

5 2.61 2.38 0,23 1.33 0,30 1,03 62 vd > 

12 2,63 1,96 0,67 1,34 6,30 1,04 4 Tage gehungert 
13 3,03 1,72 1,31 1.54 0,25 1,29 oe wa » 

14 3,08 1,77 1,31 1,56 0,25 1,31 J. - 

17 2,27 1,39 0.97 1,15 0,25 0,90 es ° 

20» 3.20 2.39 O81 1.63 0,30 1.33 “i a 

4 342 | 2,48 0,94 1.74 0,30 1,44 10 Tage unterernahrt 

7 3,25 1,60 1,65 1,65 0,24 1,41 ' -. ‘ 

7) 836 | 1,59 1,77 1,71 0,24 1,47 _ ° 

LS 2.44 | 1,53 O91 1,24 0,22 1,02 er) » 


ernihrten Tiere berechnet und dieser Berechnung den an den normal! 
ernahrten Tieren erhaltenen Mittelwert zugrunde gelegt. Dies ist 
wohl anfechtbar, doch laBt sich die Berechnung auf keine andere Weise 
durchfiihren, und kénnen die Fehler, die auf diese Weise entstehen, 
das Ergebnis seinem Wesen nach nicht andern. Im zweiten Stabe der 
Tabelle | ist bei jedem Tiere das Kérpergewicht zu Beginn des Hungerns 
bzw. der Unterernahrung angegeben. Von diesem Gewicht habe ich, 
da auch spiter nicht das ganze Tier analysiert wurde, die Verluste 
abgezogen, die der Tierkérper anlaBlich der Aufarbeitung durch Ab- 
haiutung, Entleerung des Magens und Darmes usw. (Stab 6 und 7 der 
Tabelle 1) erlitten hat, und nun auf Grund der in Tabelle II fiir den 
normal erndhrten Tierkérper angegebenen Mittelwerte den Eiweib- 
und Fettgehalt des um obigen Verlust verringerten Tierkérpers 
zu Beginn des Hungerns bzw. der Unterernihrung berechnet. 
Der in Gramm ausgedriickte EiweiB® und Fettgehalt am Ende des 
Hungerns bzw. der Unterernihrung ist in Tabelle 1V angegeben und 
konnte nun durch Subtraktion der letzteren Werte von obigen der 
EKiweiB- und Fettverlust erhalten werden. Ein Blick auf die im vierten 
und siebenten Stabe der Tabelle IV befindlichen Daten zeigt, daB bloB 
in der Halfte aller hungernden und untererndhrten Mduse mehr Fett als 
EKiweif verloren ging, in der anderen Hadlfte aber wmgekehrt mehr Eiweif 
als Fett verbrannt wurde. Ordnet man aber die betreffenden Daten 
nach der Dauer des Hungerns bzw. der Unterernahrung, so ergibt sich, 
wie aus nachstehender Tabelle V hervorgeht, daB die Fettverbrennung 
in denjenigen Fillen tiberwiegt, in denen der Hunger bzw. die Unter- 
ernihrung blo®B kiirzer andauerte, hingegen der Liweifverlust dem 
Fettverlust gleichkommt oder ihn gar iiberfliigelt, wenn das Tier langer 
hungerte baw. langere Zeit hindurch unterernahrt wurde, was iibrigens 
auch schon vielfach beschrieben wurde. Worauf ich aber hinweisen 
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lier 
Nr 


5 

2 
20) 
17 
12 
13 
i4 


will, 


einer quantitativ 
bestands gefiihrt hatten. Denn es betrug am 


Fett 


Hunger 
Dauer EiweiBverlust Fettverlust 

& & 
62 Stdn. 0,23 1,03 
68 - 0.58 1,07 
3 Tage O81 1,33 
3 . 0.97 0.90 
4 ns 0.67 1,04 
4 " 1,31 1,29 
4). 131 131 





Tier 
Nr 


~i+- 


Dauer 


7 Tage 


10 
14 


20) 


Unterernabrung 


Eiweifiveriust Fettverlust 


& 2 
0.91 1,02 
O94 a 
1.65 1.41 
1,77 7 


ist, daB z. B. an den Tieren 13 und 14, die jeweils gleiche Mengen 
von EiweiB und Fett verbraucht hatten, diese gleichen Verluste zu 


Tier 13: der Eiwei®bestand 
EiweiBverlust 

Fettbestand 

. Fettverlust 
Tier 14: der Eiwei®bestand 
Eiweibverlust 

Fettbestand 

Fettverlust 


3.03 ¢ 
wlg 
54g 
29 ¢g 
07 g 
lg 
56g 
wlg 


eo = —_ — 


und der gleiche Verlust an EiweiB und Fett fiihrte am 


Tier 13: zu einem EjiweiBrest von . 


te Fettrest von . 
Tier 14: zu einem EiweiBrest von 
es Fettrest von . 


Wenn also die verhungerten Tiere nur den sechsten 


giinzlich verschiedenen Anderung des EiweiB- und 


Teil thres ur- 


spriinglichen Fettvorrats, hingegen weit mehr als die Haljfte ihres Eiweif- 
bestands behalten hatten, riihrt dies nicht davon her, dap die hungernden 
Tiere iiberwiegend auf Kosten ihres Fetthestands gelebt hatten, sondern 
einfach davon, dap EiweiB- und Fettverbrauch gleich grop waren, der 
urspriingliche EiweiBbestand aber doppelt so groB gewesen ist als der 


urspriingliche Fetthestand. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 


Prof. 


Hari ausgefiihrt. 








Uber das Hautskelett von Insekten. 
Uber Dioxyphenylalanin in den Fliigeldecken yon Maikifern. 


Von 


Hans Sechmalfuss und Hans-Paul Miiller. 
(Aus dem chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1927.) 


In einer friiheren Arbeit!) wurde gezeigt, wie vererbungstheoretisch 
ermittelte Rassenunterschiede in der Pigmentierung chemisch zwanglos 
erklirt werden kénnen. Hierzu war es nétig, gewisse o-Dioxybenzol- 
derivate als Chromogene anzunehmen. In einer besonderen Unter- 
suchung”) wurde nachgewiesen, daB wirklich ein o-Dioxybenzol- 
derivat im Hautskelett von Insekten vorkommt. Unter den o-Dioxy- 
benzolderivaten besitzt nun fiir die Erklarung der Rassenunterschiede 
das 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-alanin (= D) eine ganz besondere Bedeutung. 
Denn einerseits bildet das D besonders leicht und schnell ein tief dunkles 
Pigment, andererseits vermag schon ein so geringer Unterschied der 
Wasserstoffionenaktivitat, wie wir ihn an verschiedenen Orten eines 
tierischen Organismus erwarten diirfen, den Grad der fermentativen 
Pigmentbildung aus D sterk zu beeinflussen. 

Deshalb ist es fir die Vererbungswissenschaft, die Zoologie und 
die Medizin gleich wichtig zu wissen, ob wirklich das D im tierischen 
Organismus vorkommt. Denn cine ganze Reihe moderner Arbeiten 
wiirde dadurch ihre materielle Grundlage erhalten. 

Wir erwahnen nur die schénen Untersuchungen K. Hasebroeks*) Uber 
den neuzeitlichen Melanismus der Schmetterlinge’, ferner H. Przibrams*) 
und seiner Mitarbeiter ,,Uber die Ursachen tierischer Farbkleidung’. Denn 
weder in Schmetterlingen noch in anderen wirbellosen Tieren ist unseres 
Wissens bisher irgend ein Chromogen der melaninartigen Pigmente durch 
Analyse und Konstitutionsbestimmung sicher nachgewiesen worden. 


1) Hans Schmaljuss und Hans Werner, Zeitschr. f. induktive Ab- 
stammungs- und Vererbungslehre 41, 285 bis 358, 1926. 

2) Dieselben, Uber das Hautskelett von Insekten. Ber. 58, 2763, 1925. 

3) Fermentforschung 8, 568, 1926. 

‘) Arch. f. Entw.-mech. d. Organismen 48, 140, 1921. 
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Fiir eine solche Untersuchung hielten wir die Maikaferarten 
{Melolontha melolontha L. und hippocastani F.')] fiir besonders 
geeignet, weil sie sich leicht in gréBeren Mengen beschaffen lassen und 
als allgemein bekannte Tiere vielfach untersucht sind. Uber das 
Chromogen von Maikiaferpigment ist friiher noch nicht gearbeitet 
worden. Auch iiber das Pigment selbst ist nur wenig bekannt. 

C. Schmidt*) beschreibt den morphologischen Charakter und einzelne 
Kigenschaften des Pigments der Maikdafer. 

10 Jahre spater veréffentlichte H. Reinsch*) eine Arbeit tiber einen 
braunen Farbstoff des Maikafers, in der er die Léslichkeitsverhaltnisse des 
Farbstoffs beschreibt, den er aus der Himolymphe des Maikafers gewinnen 
konnte. JT. Ishizaka*) schlieBlich gibt fiir das Melanin des Maikdafers die 
Formel C;,H ,.N,,5O 3, an. 

Aus den angefiihrten Arbeiten ist also, wie man sieht, nichts zu 
entnehmen, was fiir die vorliegende Untersuchung zweckdienlich sein 
konnte. 

Da verschiedene Teile des Maikifers verschieden gefirbt sind, 
verwandten wir fiir die entscheidenden Versuche ausschlieBlich die 
gleichmaBig braun gefairbten Fliigeldecken (3 Proz. des Gesamttrocken- 
gewichts). Fiir die Hauptuntersuchung standen die Fliigeldecken von 
etwa 11000 Maikafern zur Verfiigung. Die Fliigeldecken wogen zu- 
sammen 145 g. Hieraus konnten etwa 0,2 g Chromogen isoliert werden. 

Vorversuche mit Maikaferkérpern ergaben, daB sich das Chromogen 
in Ligroin (K. P. 30° bis 50°) nicht lést. Deshalb konnten wir zunachst 
das Fett5) mit Hilfe von Ligroin entfernen. Das Chromogen liste sich 
nebst Begleitstoffen in siedendem Methylalkohol. Diese Begleitstoffe 
erschwerten die Untersuchung auBerordentlich. Denn einerseits 
steigerten sie die Empfindlichkeit des Chromogens gegeniiber Sauerstoff 
und Alkali sehr stark, andererseits verhinderten sie die Kristallisation 
des Chromogens. Selbst als Bleisalz oder als Alkylderivat lieB sich das 


1) Fiir die Bestimmung der Tiere sind wir Herrn Dr. FE. Titschack vom 
Zoologischen Museum in Hamburg zu Dank verpflichtet. 

2) Ann. 54, 299, 1845. 

3) Neues Jahrbuch der Pharmazie, Jahrg. 2, 3, 309, 1855. 

4) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 58, 198, 1908. 

5) Aus dem Maikiaferfett konnten wir Laurinsiéure, Myristinséure und 
Stearinsdure gewinnen und als Hydrazide oder Phenylhydrazide durch 
Analyse, Molekulargewichtsbestimmung und Mischschmelzpunkt identi- 
fizieren. Myristinsdurephenylhydrazid wurde von uns erstmalig hergestellt. 
Aquimolekulare Mengen Myristinséure (3 g) und frisch destilliertes Phenyl- 
hydrazin (1,5 g) werden 4% Stunde am RiickfluBkiihler im Olbad auf einer 
Temperatur von 145° gehalten. Durch Abkiihlen und Umkristallisieren 
wurden 3,5g = 83,6 Proz. Myristinsiurephenylhydrazid vom Fp. 103,5° 
(korrigiert) erhalten. Naheres siehe Dissertation H.-P. Miiller, Hamburg 
1927, ,,Uber das 1-8-3,4-Dioxyphenyl-a-alanin in Vicia Faba L. und 
Melolontha-Arten”. 
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Chromogen nicht in reiner Form isolieren. Doch gelang es schlieBlich 
das Chromogen mit Hilfe von Phosgen') als Carbonat?) vom Typu 


O 
CO 
O 


kristallinisch zu gewinnen. Die Phosgenmethode hat mehrere An 
nehmlichkeiten: Die Reaktion verlauft eindeutig und nur in einer 
tichtung. Das Molekiil wird nur wenig vergréBert, so daB die 
Analyse entscheidende Werte liefern kann. Vor allem aber verliuft 
die Reaktion so schnell, daB die spontane Oxydation und Verharzung 
des Chromogens in alkalischer Lésung selbst bei Gegenwart von Luft 
ganz oder fast ganz ausbleiben. Oft scheidet sich das Carbonat auch 
gleich analysenrein aus. 


Analyse und Konstitutionsbestimmung des Chromogens. 


Fiir die Konstitutionsbestimmung standen nur etwa 0,2 g des 
Carbonats zur Verfiigung. Deshalb konnten nur wenige Bestimmungen 
ausgefiihrt werden, die aber einander gegenseitig stiitzen und gemeinsam 
einen sicheren SchluB erlauben. 

Quantitativ durchgefiihrte Analysen ergaben die Abwesenheit von 
Schwefel, Halogen, Phosphor und Asche. Die Substanz bestand aus- 
schlieBlich aus Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff und Sauerstoff 
Die Verbrennung und die Bestimmung des Molekulargewichts in Phenol 
im Depressimeter*) ergaben fiir das Carbonat die Bruttoformel 
CoH O,N. 

Die Kalischmelze lieferte Protokatechusiure, die durch die Eisen- 
chloridreaktion sowie durch Sclimelzpunkt und Mischschmelzpunkt 
mit synthetischer Protokatechusiure identifiziert wurde. 


1) A. Einhorn, Ann. 300, 135, 1898, stellte zuerst derartige Carbonate 
von o-Dioxybenzolderivaten mit Hilfe dieser Methode her. 

2) Um die Methode einzuiiben, stellten wir folgende Carbonate und 
Carbonatderivate her, die in der Literatur bisher nicht beschrieben sind: 
1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-alanincarbonat, Zers.-P. 208°; Kaffeesiurecarbonat , 
Fp. 223°; 2, 3-Dioxynaphthalincarbonat, Fp. 158°; 2, 3-Dioxynaphthalin- 
kohlensaureanilid, Fp. 191°; 2, 3- Dioxvnaphthalinkohlensaiurepheny! 
hydrazid, Fp. 191°; 2,3 - Dioxynaphthalinkohlensiure-p-nitrophenylhydrazid, 
Fp. 201°; 2, 3-Dioxynaphthalinkohlensaurepiperidid, Fp. 203°; Mono 
2, 3-Dioxynaphthalinkohlensaéurehydrazid, Fp. 182° ; Di-2, 3-Dioxynaphthalin 
kohlenséurehydrazid, Fp. 144°. Alle Schmelzpunkte der Arbeit sind korri- 
giert angegeben. Samtliche Stoffe wurden durch je zwei vollstandige 
Elementaranalysen identifiziert. Naheres siehe Dissertation H.-P. Miiller, 
Hamburg 1927, ..Uber das 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-alanin in Vicia Faba L. 
und in Melolontha-Arten”. 

8) Houben-Weyl, Methoden der org. Chem. 1, 931, 1925. 
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Da sowohl das gereinigte Extrakt der Maikaferfliigeldecken wie 
das Verseifungsprodukt des reinen Carbonats die Eisenchloridreaktion 
auf o-Dioxybenzole gaben (griin, mit Alkali rot), ist die Anwesenheit 
zweier o0-standiger Hydroxylgruppen im urspriinglichen Chromogen 
erwiesen. 

Die Protokatechusiure aus der Kalischmelze zeigt weiter, dab 
sich mit groBer Wahrscheinlichkeit eine und nur eine Seitenkette in 
|-Stellung zu den beiden Hydroxylgruppen in 3, 4-Stellung am Benzol- 
kern befindet. 

Die Waser- Brauchlische Reaktion') auf a-Aminosaiuren mit p-Nitro- 
benzoylchlorid wies auf das Vorhandensein einer a-Aminosiure- 
gruppe hin. 

Das isolierte Carbonat zersetzte sich, genau wie synthetisch her- 
gestelltes 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-alanincarbonat, bei 208°*). Der Zer- 
setzungspunkt des synthetischen 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-alanincarbonats 
wurde im Gemisch mit dem aus Maikafern hergestellten Carbonat nicht 
erniedrigt. 

Synthetisch gewonnenes d 1-f-3, 4-Dioxyphenyl-a-alanincarbonat 
zersetzte sich dagegen bei 210°; ein Gemisch des isolierten Carbonats 
mit diesem Stoff zeigte eine betrachtliche Depression des Zersetzungs- 
punkts: 206°. Die spezifische Drehung erwies sich als véllig unbrauchbar 
fiir die Charakterisierung der geringen Menge der sehr schwer léslichen 
Substanz. Dasselbe zeigte sich auch deutlich in Parallelversuchen 
mit etwa der gleichen Menge synthetischen Carbonats des 1-8-3, 4-Dioxy- 
phenyl-a-alanins. 


» ¥ 
Beschreibung der Versuche. 


1. Das Untersuchungsmaterial. 

Im Mai 1926 fingen wir in Travemiinde an der Ostsee eine groBe 
Anzahl Maikifer [Melolontha melolontha L. und hippocastani F.*)] ein 
Die Tiere wurden in GlasgefaBen mit wenig Essigester getétet. Dann 
breiteten wir die abgetéteten Tiere in einem trockenen Raume aus. 
Da ein kraftiger Zugwind den Raum durchstrich, trockneten die Tiere 
in wenigen Tagen. Um Beriihrung mit Metall zu vermeiden, brachen 
wir die distalen*) Enden der Fliigeldecken ab. Dann zerkleinerten wir 


1) FE. Waser und E. Brauchli, Helv. 7, 481, 1925. 

2) Wegen der sehr erheblichen Schwankungen der Lage der Zer- 
setzungspunkte je nach der Art des Erhitzens wurden Zersetzungspunkte 
und Mischzersetzungspunkt stets nebeneinander im gleichen Bad bestimmt. 

3) Die Fliigeldecken beider Arten sind, wie besonders hervorgehoben sei 
o-dioxybenzolderivathaltig. 

*) Vom Kérper abgewandt. 
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die Fliigeidecken mit Hilfe einer Kugelmiihle aus Steingut und 
trockneten das Mahlgut im luftverdiinnten Raume iiber Phospho: 
pentoxyd. So entstand ein hellbraunes, staubfeines Pulver. 


2. Extraktion des Chromogens. 

Zunachst befreiten wir das Fliigeldeckenpulver (145g) durch 
Extraktion') mit Ligroin (K. P. 30° bis 50°) von Fett und Fettsiuren 
Dann zogen wir im Verlauf von 10 Stunden das Chromogen nebst 
einigen Begleitstoffen mittels 750 ccm trockenen Methylalkohols aus 
Bei etwa 13 mm Druck und einer Badtemperatur von 30° engten wir 
den Auszug in einer Kohlendioxydatmosphire auf 300 ccm ein. Dann 
fallten wir mittels 300 ccm Wasser Begleitstoffe heraus, filtrierten 
engten in der gleichen Weise wiederum auf 300 ccm ein und fallten 
dann mit 300cem Aceton weitere Begleitstoffe. Nun dunsteten wir 
das Filtrat in der beschriebenen Weise bis zur Trockne ein. Der Riick- 
stand wog 3g. Er wurde mit ungefaihr 40 ccm Wasser extrahiert 
Wenige Tropfen der wisserigen Lésung gaben mit einem Tropfen einer 
5proz. Eisenchloridlésung*) eine starke Griinfairbung, die auf Zusatz 
von Ammoniak in Violett umschlug. 


3. Isolierung des Chromogens als Carbonat. 


Die wisserige Lésung des Chromogens wurde unter starker Kiihlung 
mit 10cem 50proz. Natronlauge versetzt. Dann wurden bei — 5° 
Innentemperatur sofort 35 cem einer frisch bereiteten 20proz. Lésung 
von Phosgen in Toluol zugesetzt. Schon nach kurzem Schiitteln schied 
sich das Carbonat in der Toluolschicht kristallinisch ab. Nach der 
Filtration wurde es nacheinander mit Ather, Alkohol und Wasser 
gewaschen und bei 50° im luftverdiinnten Raume iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. 

Ausbeute: 0,2 g. 


Siedender Athylalkohol list das Carbonat unter weitgehender 
Zersetzung. Wasser und Ather lésen nicht wesentlich, wohl aber Phenol 


Das Carbonat zersetzt sich, genau so wie das von uns erstmalig 
synthetisierte Carbonat der 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-aminopropionsaure. 
bei 208°. Auch ein Gemisch dieser beiden Substanzen zersetzte sich 
bei derselben Temperatur. Dagegen zersetzt sich die entsprechende 
d, l-Verbindung, die wir ebenfalls synthetisierten, bei 210°. Die Gemische 
gleicher Teile des Carbonats aus dem Maikaferstoff oder aus 1-8-3, 4-Di- 


') Die Extraktion wurde im Extraktionsapparat von Schmalfuss und 
Werner, J. pr. 108, 355, 1924, ausgefiihrt. 
2) Aus sublimiertem Eisenchlorid. 














und 
yhor 


urch 
iren 
ebst 
aus 
wir 
ann 
‘ten 
Iten 
wir 
lick- 
iert 
iner 
satz 


ung 
a 5° 
ung 
Lied 
der 
sser 


or- 


der 
101 


lig 
ich 
ide 


he 
Di- 


ma 








Hautskelett von Insekten. 367 


oxyphenyl-a-aminopropionsaure mit dem Carbonat der d, 1-6-3, 4-Dioxy- 
phenyl-a-aminopropionsiiure dagegen ergaben den  Zersetzungs- 
punkt 206°. 

Elementaranalyse. 


I. 0.003478 g Substanz: 0,006884g¢ CO,, 0,001304g¢ H,O. 


II. 0.004059 g * 0.008040 g CO,, 0,001379 g H,O. 
LIT. 0,013853 ¢ - 0,752 cem N, (17°, 762 mm). 
IV. 0.007892 g Pe 0,425 ,, N, (17°, 764 ,, ). 


Berechnet fiir Dioxyphenylalanincarbonat C,,H,O,N: 


C 53,80 Proz. H 4,07 Proz. N 6,28 Proz. 
Gefunden: IC 53,98... H 4,20 
II. C 54,02 _ ,, H 3,80 
III. N 6,28 
IV. N 6,06 


Molekulargewichtsbestimmung. 
[. 0,0135 ¢ Substanz in 6,0462 ¢ Phenol. Depression 0,804°. 
Il. 0,0085 ¢ “ » 54043 g - i 0,568". 
Berechnet: 223. Gefunden: I. 200, LI. 199. 


Synthetisches 1-8 -3,4-Dioxypheny] - a - aminopropionséurecarbonat 
ergab im Vergleich 204. 


4. Kalischmelze. 


In 5g schmelzendes Atzkali tragen wir 0,1 g Carbonat in kleinen 
Mengen ein. Die Schmelze firbte sich intensiv gelb. Dann lésten wir 
den Tiegelinhalt in 40 cem Wasser, neutralisierten mit reiner Salzsiure 
und aitherten die Lésung aus. Der Riickstand der atherischen Lésung 
war gelblich. Mit Eisenchlorid gab er eine grasgriine Firbung, die mit 
Ammoniak in Violett umschlug. Die Substanz schmolz bei 192°. Der 
Mischschmelzpunkt mit Protokatechusaure lag bei 193° (Fp. der Proto- 
katechusaiure 194°). 


5. Verseifung des Carbonats. 


Kine Probe des Carbonats wurde mit gesattigter Sodalésung auf 
dem Wasserbad verseift Nach vorsichtigem Ansiuern mit Eisessig 
gab die Lésung mit Eisenchlorid eine griine Fiarbung, die auf Zusatz 
von Ammoniak in Violett umschlug. 


6. Nachweis der a-Aminosdureqruppe. 


Eine Probe des Carbonats (etwa 4 mg) wurde in 2 ccm einer 10 proz 
Sodaliésung geliést. Nach 2 Minuten langem Kochen mit einer Messer- 
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spitze p-Nitrobenzoylchlorid') farbte sich die Lésung voriibergehen« 
deutlich rotviolett. 
7. Farbstoffbildung. 


Je etwa 4 mg des Carbonats aus Maikafern und aus 1-8-3, 4-Diox 
phenyl-a-alanin wurden auf je einem Uhrglas mit 2cem gesattigte: 
Natriumcarbonatlésung versetzt. Die Farben beider Lésungen ginge: 
in gleicher Weise iiber Rot und Rotbraun in Dunkelbraunschwarz iibe: 


Ergebnis. 

Aus den Fliigeldecken der Maikiferarten Melolontha melolontha |. 
und hippocastani F. wurde 3, 4-Dioxyphenyl-alanin, ein Pigment 
bildner. isoliert. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt und auch auf andere Organismen 
ausgedehnt. 


'\) E. Waser und E. Brauchli, Helv. 7, 481, 1925. 
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Wirkung yon oberflaichenaktiven Stoffen 
auf die Hefegirung. VII. 


Von 
Heinrich Zeller. 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik zu Koénigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 26. Januar 1927.) 


Warburg fand, daB ein indifferentes Narkoticum bei gleicher 
Konzentration die Giéirungsgeschwindigkeit der intakten Hefezelle 
mehr hemmt als die Giarungsgeschwindigkeit des HefepreBsafts. Die 
gleiche Regel fand er auch giiltig fiir die Hemmung der Sauerstoff- 
atmung. Unter seiner Leitung stellte Dorner fest, daB die Alkohole 
der Fettreihe, die Urethanreihe, die Garung der lebenden Hefe stets 
mehr hemmen als die Girung des PreBsafts. Schon friiher hatte Buchner 
nachgewiesen, da Toluol, das die Hefegirung hemmt, auf die Girung 
des PreBsafts ohne EinfluB ist. Abhnliches gilt fiir das Chloroform 
Neuberg hat Versuche mit Chloroform und Toluol angestellt und ge- 
funden, daB Toluol die Garung nicht vollstandig unterdriickt, dab aber 
Chloroform sie vollstandig aufhebt; die Carboxylase wird dabei nicht 
geschadigt. Huler und M yrbdck fanden: Toluol beschleunigt die Selbst 
girung der Hefe, Chloroform hemmt sie. Huler und Kuhlherg fanden, 
daB Thymol und Toluol die Girung bis auf 1 Proz. verhindern, Chloro- 
form dagegen nur bis auf 4 Proz. Euler selbst hat noch Versuche mit 
Resorein und Phenol angestellt; meist tritt dabei eine Steigerung bei 


niedrigen Dosen auf, die von einer Hemmung gefolgt ist Boas 
hat mit Saponinen gearbeitet und bei Bierhefe eine Steigerung ge- 
funden; er wandte Konzentrationen von 0,2 bis 5 Proz. an Auf 


die schon friiher erwihnten Arbeiten von Neuberg, der eine Reihe 
auch oberflichenaktiver Substanzen untersuchte, sei nochmals hin- 


gewiesen. 
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Versuch mit Methylalkohol. 
50 g Hete, 250 g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garuny 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Alle, auBer der Kontrol), 
erhalten die unten bezeichneten Mengen Methylalkohols. 





Zeit Kontrolle 05¢cm 1,0 ccm 2,0 com 50ccm 10,0ccm _ 20,0 ccm 
2b35' bis 3b14’ 20 14 13 12 i4 12 S 
314 , 358 45 46 40 41 42 32 15 
417 ., 4 38 45 45 46 43 40 35 17 
536 , 5 48 45 45 43 44 45 44 25 
600, 6 12 45 45 43 42 41 42 26 


Versuch mit Amylalkohol. 
50 g Hefe, 250 g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garuny 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Alle, auBer der Kontrolle, 
erhalten die unten bezeichneten Mengen Amylalkohols. 





Zeit Kontrolle | 0,5ccm 1,0 com 2,0 com 50ccm | 100ccem = 20,0 ccm 
2635’ bis 3h14’ 20 20 14 14 8 11 3 
$814 , 3 58 45 60 72 55 36 28 0 
417 , 438 45 47 57 52 42 25 0 
5 36 . 5 48 45 47 59 48 38 22 0 
600 . 612 45 46 47 45 36 23 2 


Aus den beiden Versuchen geht hervor, dai Methylalkohol eine anfang- 
liche Hemmung in allen Konzentrationen aufweist. Beim weiteren Verlaut 
tritt bei 1 : 1600 noch volle Erholung ein, bei den staérkeren Konzentrationen 
bleibt eine gewisse Hemmung bestehen, die bei 1:40 ungefaihr 50 Proz 
erreicht. Bei noch kleineren Konzentrationen, die hier nicht ausgefiihrt sind. 
ist bei 1: 3000 eine kleine Steigerung festzustellen. Amylalkohol hermit 
ebenfalls zu Beginn in einer Konzentration von 1: 800 an, doch wirkt im 
weiteren Verlauf noch eine Konzentration von 1: 400 steigernd auf ci 
Garung ein; bei 1: 80 betragt die Hemmung etwa 50 Proz., bei 1: 40 hort 
die Garung auf. 

Nimmt man hierzu noch die frither fiir Athylalkohol gefundenen Werte. 
ebenso die von Kochmann und Kiihl gefundenen Werte, so kann man fest 
stellen, daB Alkohol bei 1: 500 steigert, bei 1:50 um 50 Proz. hemmt. 
bei etwa 1: 10 die Garung aufhebt. Allem Anschein nach stimmt hiermit 
das Richardsonsche Gesetz iiberein: lihmende Wirkung der Alkohole mit 
steigernder MolekulargréBe. 


Methylalkohol hemmt um 50 Proz. bei 1:40, steigert bei 1: 3000. 


Athylalkohol i “Oo wo BERR eS » 1: 800. 
Amylalkohol a age T° a » 2:80, _ - 


i: 400. 
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Versuch mit Chloralhydrat. 
¢ Hefe, 250 ¢ Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Dazu kommen folgende 
Mengen Chloralhydrats. 





Zeit Kontrolle 05g 10g 20g 50g 10,0g 20,0 g 
shOG' bis Bh45’ 45 26 22 20 LS 10 3 
345 . 4:06 45 32 31 30 25 16 3 
4 06 4 22 45 41 41 30 20 6 0 
4 22 4 37 45 45 46 39 28 5 a 
437 ., 452 45 46 47 42 30 12 3 
452 , 516 45 45 42 48 37 20) 2 


Versuch mit Chloraljormamid. 
50g Hefe, 250g Zucker, 5600 g¢ Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt Dazu kommen folgende 
Mengen Chloralformamids. 








Zeit Kontrolle 05g 10g 2.0% 5.0g 10,0g 20,0 g 
3h06' bis 3b45’ 45 23 20 22 17 14 8 
345 . 406 45 24 21 23 20 10 3 
4 06 4 22 45 35 34 32 30 18 3 
422 , 437 45 49 39 33 31 25 3 
4387 . 452 45 44 40 35 34 27 3 
452 , 5 16 45 45 41 41 40 33 4 

Chloralhydrat Chloralformamid 

Voriibergehende Hemmung. ... . 1: 1600 1: 1609 
Dauernde Hemmung. ....... 1: 400 1: 400 
ee eee 1: 40 1: 40 
Voriibergehende Steigerung. . . . . keine keine 
Dauernde Steigerung ....... - - 


Nach Dujardin-Beaumetz und Hirne') wird die Hetfegiérung durch 
Chloralhydrat nur wenig beeinfluBt; nach Lissonde (Thése de Paris) erst 
bei 3 Proz. Diese beiden Versuche zeigen, da®8 Chloralhydrat schon in 
verhaltnismaBig kleinen Dosen hemmen kann. Chloralhydrat und Chloral- 
formamid wirken gleichsinnig; die Formamidgruppe ist hier im Gegensatz 
zum freien Formamid ohne Wirkung. 


1) Dujardin-Beaumetz und Hirne, C. r. 78, 501, 1874. 
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Versuch mit Chloroform. 


50 ¢ Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der einstiindigen Garun 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Sie erhalten folgende Meng: 


von Chloroform: 





Zeit Konirolle 1 Tropfen 0,lccm 0,2 com 0.5ccm 10com = 2,0 cem 
12505’ bis 12b56' 49) 30 39 19 7) | l 
1256 , 109 49) BD 33 25 ) 2 0 

109 , 129 4) 35 34 27 14 2 0 
146. 155 40) 40 35 30 18 0 ) 
206. 212 41) 3Yy 35 32 18 () 0 
249, 2 54 49) 4) 49) 33 20 0) 0) 


Versuch mit Ather. 


50g Hefe, 250g Zucker, 5600g Wasser werden der einstiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Sie erhalten folgende Menge 
von Ather. 





Zeit Kontrolle 1 Tropfen 0.1 ccm 0,2 com 0,5 ccm 1,0 ccm 2,0 com 
12h05’ bis 12b56' 40 29 23 25 12 9 10 
12 56 . 1 09 40 35 33 33 26 23 5 

10, 12 49) 35 35 34 32 33 7 
146, 18 40) 49 43 40 47 45 28 
208, 212 40) 42 47 45 1 51 41 
24, 2&4 40) 41) 42 44 42 42 40) 


Salkowski') stellte fest, daB 0.5 Proz. Chloroform die Garung der Hef« 
vernichtet. Wird das Chloreform innig mit der Hefeaufschwemmung ver 
mischt, so wie bei diesem Versuch, so ist noch weniger Chloroform zu 
Authebung der Garung nétig. Voriibergehende Hemmung tritt bei 1 : 40000, 
dauernde bei 1: 4000, Vernichtung bei 1: 800 auf. Eine Steigerung ist 
bei den angewandten Mengen nicht zu konstatieren. 

Ather zeigt nach voriibergehender Hemmung aller Dosen eine voriiber 
gehende Steigerung um etwa 20 Proz. bei 1: 8000 bis 1: 800 (wahrscheinlich 
Atherdampf). 

Hamburger?) stellte Wachstumsbeschleunigung durch kleine Desen 


Chloroform fest. 


') Salkowski, Deutsch. med. Wochenschr. 1888, 8. 310. 
2) Hamburger, Phys. chem. Untersuchungen tiber Phagocyten. Wies- 


baden 1912. 
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Versuch mit Bromotform. 
iy Hefe. 250¢ Zucker, 5600 ¢ Wasser werden der emstundigen Garung 
iberlassen, dann aul sieben Flaschen gefiillt. sie erhalten folvende Me riure 


von Bromoform, emulgiert in Dextrin: 





Zeit Kontrolle 1 Tropfen Olg O24 05% 10g Wy 
5hO2’ bis GhOD’ I XA) 1S 12 Ww ; 
605 . 6 26 D0 42 40) 32 28 14 
7@ . 717~=«OB” 50 1 35 0) 10 ' 
S iM) = Ss 14 yO at) 54 yy 3u Ss 
io41 . 10 56 yo $s a) $5 45 Bi ( 
\ and. Tage nn) D1 5 1s 41} 15 r 


Versuch mit Aceton. 


Die Anordnung ist wie oben, die Flaschen erhalten folzende Menge von Aceton 








Zeit Kontrolle 0,1 com 05 ccm 1,0 com 2.0 com 5.0 com 10,0 ccm 
5h02’ bis 6hOD’ 25 14 12 10) 11 10 S 
605 . 6 26 DB” 40) 23 22 17 i4 4 
70 , 717 50) 42 40) 40) 41 36 5 
soo . 8 14 50 50 D1 52 mh) yO 4S 
1941, 10 56 50 51 DO D1 D0 52 nD 
Am and. Tage D0) 48 48 50 52 D0 ay : 
Bromotorm Aceton 
Vortiibergehende Hemmune . ; 1:24 000 1: 8000 
Dauernde Hemmung ; : 1: 1600 keime 
Vernichtung . . a l 400) 
Vortibergehende Steigerung. . . . . keine 


Dauernde Steigerung 


Bisher ist iiber eine Wirkung von Bromoform und Aceton auf Hete 
nichts bekannt. Aus dem Vergleich von Chloroform und Bromoform gelit 
hervor, daB letzteres weniger hemmt, was wohl auf die Léslichkeitsverhalt 
nisse zuriickzufiihren ist. Aceton selbst hemmt nur zu Beginn der Kon 
zentration entsprechend, doch tritt tiberall véllige Erbolung ein. 


Versuch mit Amylenhydrat. 
50 ¢ Hefe, 250 ¢ Zucker, 5600 ¢ Wasser werden der einstundigen Carunyg 
iiberlassen. dann auf sieben Flaschen verteilt. Sie erhalten folgende Menge 
von Amylenhydrat : 





Zeit Kontrolle 02g 05g 10g 20g 5.0 10,0 g 
1h25’ bis 2b22’ 20 22 19 1 Is 1D iD 
2 45 3 02 40 44 45 43 47 46 11 
Oe . 318 40) 44 44 48 D4 45 17 
a . aoe 40 42 42 44 48 42 20) 
> 31 3 42 40) 42 44 4) 4s 42 22 
342 . 3 54 40 42 42 45 47 42 23 

Biochemische Zeitschrift Band 183 Daas 
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Versuch mit Paraldeh yd. 








Zeit Kontrolle 0.28 O5¢ 10g 2.0 50g 10.0, 
1h25' bis 2h22’ 20) 21) 18 23 20) 11 6 
245 , 30 40) 48 44 45 25 15 7 
$0 , 318 40) D0 DY y) 45 40) 25 
318 . 3 31 40) 48 48 48 49 38 D5 
3 31 $ 42 40) 48 48 48 48 39 26 
3 42 > D4 40 48 47 48 18 10) IS 
Amylenhydrat Paraldehyd 
Verubergehende Hemmuneg . 1: 160 1: lov 
Dauernde Hemmung l Ss) l St) 
Vernichtung 
Vertbergehende Steigerung P : ) 1: 4000—400 1: 4000-400 


Danuernde Steiverunyg } 


Amylenhydrat und Paraldehyd zeigen in threm Verhalten weitgehen: 
Ubereinstimmung; nur ist beim Paraldehyd die Héhe der Steigerung besse: 
Werden die hier untersuchten Gheder der Fettreihe in bezug aut 


Steigerung und Hemumnung zusammengestellt, so ergibt sich folgendes: 





Steigerung Hemmung Steigerung Hemmung 
Chloroform . . keine 1:4000 7 Paraldehya 18 Proz. 1:80 
Bromoform . 1: 1600 Athvlalkohol ~~ « 1:50 
Chloralhvdrat . s l 400 Methvlalkohel — « 1:40 
Chloral. form. ‘ 1: 400 \ceton. keime kein 
Amvlalkohel 25 Proz. 1: 8&0 Ather. 
Amvlenhvdrat. IS i: wa 





Die Reihentolge wurde nach dem Grade der Giftigkeit gewahlt. Aceton 
und Ather sind ohne Wirkung. Die Alkohole, einschlieBlich des Paraldehydsy. 
sind verhaltnismaBig ungiftig. In kleinen Dosen steigern sie. Samtlich: 
Verbindungen mit Chlor oder Brom sind viel giftiger und lésen in kleine 
Dosen keine Steigerung aus. Es legt sich der Gedanke nahe, an eine Ox, 
dations- oder Reduktionswirkung dieser Substanzen auf die Hefe zu denken. 


Versuch mit Toluol. 
50 ¢ Hefe, 250 ¢ Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garuns 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Sie erhalten die unte) 


angegebene Menge Toluols. 





Zeit Kontrolle 1 Tropfen 0,1 ccm 0,2 com 0,5 com 1,0 com 2,0 com 
11b59’ bis 1bO1' 30 17 22 22 15 11 I) 
1 Ol 1 51 60 40 2] 20 10 7 6 
151 , 220 60 51 37 24 LO) 4 3 
220 ., 2 46 60 60 47 38 19 5 3 
246 , 311 69 61 a7 46 22 5 2 
336, 401 60 62 64 56 22 7 3 
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Versuch mit Schwefelkohlenstof/. 


50g Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Sie erhalten die unten an- 
gegebene Menge Schwefelkohlenstoffs. 








Zeit Kontrolle 1 Tropfen 0,1 ccm 0,2 com 05 com 10 ccm 2,0 com 
11h50" bis LhOL’ 30 29 20) 13 3 20) 11 
11 , 151 6 74 y) 2 13 4 7 
1 51 2 21) 60 7D DD a6 0) a rT) 
7 . 8s 60 7D 64 60 tal } a 
ae « 88 60 75 bs 74 45 14 3 
» 36 4 01 60 a 74 72 a) 27 7 
Toluol Schwefelkohlenstoff 
Vortibergehende Hemmung 1: 16000 1: 16.009 
Dauernde Hemmung 1: 4000 l 1 600 
Vernichtung 3 4) l 4) 
\Vortiibergehende Steigerung . | , 
keine 1: 16000 
Dauernde Steigerung , tao ’ 


Toluol wirkt auf lebende Hefe schadigend, wahrend Trockenhefe oder 


1). Dieser Versuch zeigt, 


Zvmase kaum nennenswert beeinflubt werden 
laB schon kleine Mengen Toluols die Garung der Hefe bedeutend hemmen 
kéonnen. Eine Steigerung ist bei noch kleineren Mengen nicht nachzuweisen. 

Schwefelkohlenstoff wirkt nicht so giftig wie das Toluol, steigert dazu 
in kleinen Dosen. Die Vernichtungsdosis ist ungefahr dieselbe wie beim 


Toluol. 

Versuch mit Thumol. 
Og Hefe. 250¢ Zucker. 5600 ¢ Wasser werden der zweistiindigen CGarung 
iiherlassen, dann auf sieben Flaschen gefiillt. Dazu kommen die unten 


genannten Mengen von Thymol, gelést in Alkohol. 








Zeit Kontrolle 0,05 g O1g 025g O5¢g 10g 2.5 
6h45' bis 7)36 45 18 is W s i D 
7 36 S 4 ow) a) 3) 2 I v ) 
8 O07 8 31 QI) 52 5S 8 2 ‘) ) 
831 . 8 8 9") 72 aL 2 l ) ) 
9 13 Y 34 Wy SD S4 2 l 0) 0 
10 35 10 58 Qn) Ws sn) 2 l ) 0 
\m and. Tage W) Y2 W0) 2 0) ) () 


') Buchner und Hahn, Zymasegarung 1903, S. 182. 


25° 
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Versuch mit Benzol. 


50g Hefe, 250g Zucker, 5600 g¢ Wasser werden der zweistiindigen Garun 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Dazu kommt die unt« 
angegebene Menge von Benzol, gelést in Alkohol. 








Zeit Kontrolie 0,05 ¢ Olg 0,252 O58 1,0g 2.58 

6b45' bis 7h36’ 45 35 36 3D 20) 12 4 
736 ., 807 90 52 62 AO 14 7 D 
SO7 . & 31 a) 60 65 62 25 7 rn) 
$31 ., 8 52 a) 72 75 65 31 26 3 
918 . 934 w) GW) y? 80 36 YS 4 
1035 . 10.58 Th) an &X& gt) 50) 34 24 
Am and. ‘Tage GO 1 43 80 74 70 45 

Thymol Benzol 
Voriibergehende Hemmung 1: 16000 1: 16000 
Danernde Hemmung 1: 8000 1: 3200 
Vernichtung . . . ’ ’ 1: 1600 &- 300 
Voriibergehende Steigerung . . i 

keine keine 
Danuernde Steigerung in . Wy 


Bernacki') stellte fest, daB Thymol bei 1: 3000 die Garung hemmt. 
Aus diesem Versuch geht dasselbe ungefaihr hervor. AuBerdem ist zu be- 
merken, da® der Ubergang von der hemmenden zur letalen Dosis ziemlich 
unvermittelt kommt. 

Benzol wirkt viel schwacher als Thymol, auch besteht nur ein all- 


mahlicher Ubergang zur letalen Dosis. 


Versuch mit Lysol. 
50 ¢ Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der halbstiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Dazu kommt die unten 
genannte Menge Lysol. 





Zeit Kontrolle 1 Tropfen 0,1. ccm 0,2 com 05 ccm 1,0 ccm 2,0 com 
Sh42" bis Gh30’ 40 53 48 43 29 13 3 
930). 10.08 40 66 72 75 78 26 } 
10 038) , 10 22 40 55 56 60 60 45 0 
10 22 , 10 38 40 DD 50 46 45 49 0 
i955 |, 11 11 40 50 50 47 236 34 a 
1119 . 11 35 40 50 YD 46 42 30 a 


') Bernacki, s. Ellinger im Handb. d. exper. Pharm. 1923. 
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Versuch mit Kresol. 


ic Hefe, 250g Zucker, 5600 ¢ Wasser werden der halbstiindigen Garung 
iberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Dazu kommt die unten 
genannte Menge Kresols. 








Zeit Kontrolle 1 Tropfen 0,1 com 0.2 ccm 0,5 com 1,0 com 2.0 com 

Sh42" bis Gh30’ 40 34 24 a 15 4y ) 
9 30 . 10 08 40 41 32 32 18 S iL 
ions . 10 22 40 37 32 32 12 7 
10922 |. 10 38 40 37 34 33 11 5 ) 
155 . 11°11 40 40 37 37 Ax 4 0 
1119 . 11 35 40) 40 37 38 24 LB) ‘) 

I ysol Kresol 
Vortibergehende Hemmuny 1: 1600 1:20 000 
Danernde Hemmung 1: 1600 1: 8000 
Vernichtung 1: 400 1: 400 
Voriibergehende Steigerung | 1: 2000 = 
Dauernde Steigerung | 


Lysol zeigt bei kleinen Dosen eine anhaltende Steigerung von 30 Proz. 
vat: der Ubergang von der hemmenden zur letalen Dosis ist ziemlich un- 
vermittelt. 

Kresol verursacht keine Steigerung, dafiir aber eine allmahliche 


Schadigung he! hoheren Dosen. 


Versuch mit nicht emulgiertem Toluol. 


Oe Hefe, 250 ¢ Zucker, 5600 ¢ Wasser werden der einstiindigen Garung 


iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Sie erhalten folzende Menge 


Toluols: 





Zeit Kontrolle 1 Tropten 0.1 com 0,2 com 0,5 ccm 1,0 com 2.0 com 
5h36' bis 6215’ 30 5 18 12 3 9 { 
615 . 638 30 28 24 8 () 0 0 
633 . 6 5d 60 56 45 18 1 0 0 
10% .. (@ 60 60 45 26 2 0 0 
872°, 823 ~~ 60 66 M4 39 2 0 0 
Am and. Tage 69 63 60) 61 6 0 0 


Versuch mit emulgiertem Toluol. 


Emulgierung mit je 2¢ Mucilag. gumm. arab. 
J 








Zeit Kontrolle 1 Tropten 0,1. ccm 0.2 com 0,5 com 1,0 com 2,0 com 
5536’ bis 6b15' 30 23 19 15 2 1 0 
615 . 6 33 30 40 35 20 0 0 0 
6338 . 6 35 60 70 65 $2 0 0 0 
704 . 7 25 60 60 56 44 2 0 0 
se .sf8 60) 67 65 44 2 0 0) 
Am and. Tage 60 64 65 60 4 0 0 
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Toluol Toluol emulgiert 
Vortibergehende Hemmung 1: 16000 1:20 000 
Dauernde Hemmung . 1: 4000 1: 4000 
Vernichtung —. 1: 800 1: sO) 
Vortibergehende Steigeruny ) ae 1: 16.000 


Dauernde Steigerung ; | 


Dieser Versuch wurde angestellt, umn zu untersuchen, ob es méglich ist 
die Wirksamkeit des in Wasser beinahe unléslichen Toluols durch Emu! 
gierung zu steigern. Es zeigt sich, daB die letale Dosis dieselbe geblieben ist 
dal aber das emulgierte Toluol in kleineren Dosen weniger giftig wirkt 
sogar eine maéBige Steigerung verursacht (CGaummi arab.). 


Versuch mit Guajakol. 
50g Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Ciairuny 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. alle Flaschen au®Ber de 
Kontrolle erhalten die unten bezeichnete Menge Guajakols. 





Zeit Kontrolle 1 Tropfen 0,1 com 0,2 com 0,5 com 1,0 com 2.0 com 





10b48’ bis 11433" 30 25 23 25 21 is S 
11338 , 12 13 G0 62 65 76 40 23 7 
12 13 12 43 60 64 68 70 45 30 5 
iq@. is 60 59 5Y 60 DO 35 Ss 
1 36 9 A) 60) 60 50 60 49 41 4 
Versuch mit Kreosot. 
Die Anordnung ist wie oben. Die Flaschen erhalten die unten 
bezeichnete Menge Kreosots. 

Zeit Kontrolle 1 Tropfen 0,1 com 0.2 com 05 com 10 com 2.0 con 
10b48' bis 11h33’ 30) 32 22 20) 1D s | 
1133 . 1213 60 72 6S 38 20 10 | 
12 13 12 43 60 69 70 45 25 5 2 

1 07 1 33 60 70 73 DO) 29 10 l 
156 . 2 20 60 2 63 ay 39 LS ) 


Brenzcatechin schadigt in Lproz. Lésung die Giéirung'), ebenso | proz. 
Resorein. Hydrochinon wirkt bei 0,05 Proz. giftig*). 

Guajakol und Kreosot ahneln sich in ihrem Verhalten, beide steigern 
in kleinen Dosen und hemmen gleichmaBig absteigend in gréBeren Dosen. 





Guajakol Kreosot 
Voriibergehende Hemmung 1: 16000 1: 8000 
Dauernde Hemmung ; 1: 1600 1: 4000 
Vernichtung ... . 1: 400 1: 400 
Voriibergehende Steigerung 1: 4000 1: 8000 
Danernde Steigerung. keine keine 


') Brieger, Arch. f. Ph. u. A., Suppl. 1879, 5. 65. 
2) Bokorny, Chem. Centralbl. 1916, I, 1174. 
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Hefegarung. VII. 


Versuch mit Campher. 


0g Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 


iberlassen, dann auf sieben Flaschen gefiillt, dazu kommen die unten 


genannten Mengen Camphers, der in etwas Alkohol gelost ist 





Zeit Kontrolle 20 mg 50 mg 100 mg 200 mg 500 mg 10g 
2b45' bis Bh26' 30 16 12 10 11 15 5 
, 36 3 DS 30 11 10 13 10 6 3 
3 oS 4 26 60 17 20 49 yO 10 D 
6 02 § 23 60 58 7 57 mi) 52 16 
6 34 6 55 60 60 58 60 au 60 26 
S OF & 25 60 au 60 54 D7 5S 36 


Die Anordnung ist 


wie oben. 


Versuch mit Naphthalin. 
Dazu kommen die unten genannten Mengen 
Naphthalins, gelést in etwas Alkohol. 











Zeit Kontrolle 5 mg 10 mg 20 mg 50 mg 100 mg 150 mg 
2b45' bis 3b26' 30 14 10 17 10 » 2 
3 36 3 5S 30 i) D 20 20 26 10 
358 . 4 26 60 23 23 46 40) 49 26 
6 02 6 23 60 63 66 60 36 27 10 
6 34 6 55 60 70 68 6S 46 33 28 
8 OD 8 25 60 6S 67 60) 48 42 28 
Campher Naphthalin 

Vertiibergehende Hemmung 1:40 000 !- 160.000 
Danernde Hemmung 1: S00 | 16 000 
Vernichtung — 

‘ » ahe » NSteicernne 
Vortbergehende Steigerune | di ; 60 000 
Dauernde Steigerung =. | 


Campher hat bei verschiedener Dosierung nur eine voriibergeh 


Hemmung zur Folge, die nach einiger Zeit beinahe wieder die Héhe der 
ande. 


Form erreicht, nur bei 1: 800 kommt eine dauernde Hemmung zusteé 


ende 








Naphthalin dagegen hemmt eigenartigerweise zu Beginn um eine 
mittlere Dosis am wenigsten; spdter zeigen die kleinen Dosen eine Steigerung, 
die héheren eine immer starker werdende Hemmung. 

Versuch mit a-Naphthol. 
50g Hefe, 250g Zucker, 5600 ¢ Wasser werden der einstiindigen CGarung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Sie erhalten folgende Menge 
von a-Naphthol, gelést in etwas Alkohol. 
Zeit Kontrolle 0,003 g 0.01 8 002g 0,05 Ol g O2¢ 
9h28' bis 10b15' 30 30 20 H) i4 S r 
515 . 1033 30 2% 23 22 15 8 2 
1102 . 11 15 45 37 34 30 20 13 2 
11 28 , 11 41 45 45 42 39 36 15 3 
11 52 12 01 45 46 48 40) 36 16 4 
1 o0 1 11 45 48 48 44 38 oF a) 
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Versuch mit p Naphthol. 
50g Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der einstiindigen Garun, 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Sie erhalten folgende Menge 
von 3-Naphthol, gelést in etwas Alkohol. 








Zeit Kontrolle 0.003 0.01 g 0,02 g 0,058 Oleg 0.22 
9b28' bis 10b15' 30 1d 12 11 10 3 2 
in 15 =. 10 31 30 31 27 20) 17 7 3 
1102 , 11 15 45 46 4) 28 26 s 3 
11 28 , 11 41 45 49 D1 43 31 15 2 
11 52 ,. 12 O1 45 48 aD 47 33 18 4 
ae a Se 45 47 48 $5 35 28 ? 
«sNaphthol #sNaphthol 
Vortiibergehende Hemmung : 1: 240000 1: 240000 
Dauernde Hemmuneg . 1: 16000 1 16 000 
Vernichtung . 1: 4000 1: 4000 
Voriibergehende Steigerung | 
e 8 les 2 “) 2 

Densrade Sicimerens 1: 240 O14 1: 240000 


a- und #-Naphthol wirken vollkommen gleichartig, héchstens mit 
emer kleinen Einschrainkung, dali f-Naphthol zu Beginn eine starkere 
Hemmung verursacht, die aber spaiter durch eime héhere Steigerung aus- 
geglichen wird. 

Versuch mit Gummi arabicum. 
gv Hefe, 5600 g Wasser werden fein gemischt, nach 15 Minuten auf sieben 
Flaschen verteilt. Jede Flasche erhalt erst die unten bezeichnete Gummi 
arabicum-Menge, nach 10 Minuten je 35g Zucker. 





Zeit Kontrolle 0,.25¢cm 05ccm 1,0 ccm 2,0 com 5,0 com 10.0 com 
11hOO’ bis 12615’ 1s 2n 22 20) 21 6 5 
12 15 1 04 60 48 52 53 60) 6 » 
145 . 204 60 62 5S 60 5S 7 } 
22, 241 60 65 68 66 64 IS e 
40 . 416 60 60 61 60 6§2 47 23 


Versuch mit Cantharidin. 
50 g Hefe werden mit 1400 g Wasser fein zerriihrt und auf sieben Flaschen 
verteilt. 130 mg Cantharidin werden in 1200 cem Wasser gelést, davon wird 
fiir die einzelnen Flaschen die unten bezeichnete Menge zugefiihrt, dann das 
Gesamtvolumen auf 800 cem gebracht. Nach 15 Minuten erhalt jede Flasche 
35¢@ Zucker. Nach 1 Stunde wird mit der Ablesung begonnen 





Zeit Kontrolle 1 mg 3 mg 6mg 12 mg 30 mg 60) mg 
11400’ bis 12b15’ 14 16 16 17 15 15 i4 
12 15 1 04 60 27 SI 20 5 10) 14 

145 . 24 60 60 45 43 11 6 } 
226, 241 60 61 48 35 18 6 4 
400 4 16 60 5S 47 40) 30 4 3 
5% . 5 21 60 60 59 42 33 10 1”) 
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Gummi arabicum hemmt von einer bestimmten Konzentration an. 
jie Hemmung ist reversibel, was die Erholung oben zeigt, und was noch 
leuthcher wird, wenn die Garfliissigkeit etwas verdiinnt wird. Die bewirkte 
lemmung scheint eine mechanische zu sein. 


Cantharidin schadigt die Garung in sehr kleinen Dosen; entsprechend 


ler Dosis ist die bewirkte Hemmiung, die bei nicht allzu groBer Schadiguny 
un etwas zuriickgehen kann. 





Gummi arabicum Cantharidin 
Voribergehende Hemmung 1: 3200 1: 800000 
Danernde Hemmung 1: 160 1: 240000 
\ ernichtung keine l 12 000 
Vorubergehende Steigerung 1: 16000 keine 
Dauernde Steiwerung keme 


Versuch mit Natriumnitrit. 
Wee Hefe, 250¢ Zucker, 5600 ¢ Wasser werden der einstiindigen Carung 
iberlassen, dann auf sieben Flaschen gefiillt. Sie erhalten folgende Mengen 


von Natriumnitrit: 





Zeit Kontrolle 0,05 g Olg 02g 052 10g 25g 
shi 0’ bis 4607’ 60 85 25 6 5 2) 0 
ta. «2 60 St) 15 2 iD ‘) ) 
$2 . 44! 60 78 18 2 0 0 0 
541 . 538 60 65 20 2 Th) 0 0 
HS30 . 6 3b 60 66 1 2 7) TD ) 


Versuch mit Amylnitrit. 


Bei derselben Anordnung werden folgende Mengen von mit Gummi arab. 


emulgiertem Amylnitrit genommen: 








Zeit Kontrolle 0,05 g Og 0,28 O5¢ 10g 25. 
hy)’ bis 4407’ 6p 5D Ss 5 2 l 
407 . 425 60 65 0 0 a) 0 0 
42% . 44) 60 OS 0 rT) 0 0 0 
> 41 . 5 38 60 HD | 0 0 0 ‘) 
H 30 . 6 36 60 66 3 0 0 0 0 
Natriumnitrit Amylnitrit 
Voribergehende Hemmung 1: S000 1 O00 
Dauernde Hemmung 1 S000 1 S000 
Vernichtung. ‘ 1: 4000 1 8000 
or ree > steice o 
Vortiibergehende Steigerung | 1. 16000 1: 16000 


Dauernde Steigerung , | 


Natriumnitrit und Amylnitrit wirken gleichsinnig, mit dem Unterschied, 
daB Amylnitrit starker giftig wirkt. Beide weisen in kleinen Dosen eine 
Steigerung auf, wird die Dosis aber nur wenig erhéht, so wirkt sie schon 


deletar. 
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Versuch mit Te rpentimodl, 
50g Hefe, 250g Zucker, 5600 ¢ Wasser werden der einstiindigen Garun 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen gefiillt. Sie erhalten dann die unte 


bezeichneten Mengen Ol. terebinth. rectif. emulgiert in Wasser. 





Zeit Kontrolle 0,05 g Olg 0,25 g 05% 10g 2.5¢ 
B20’ bis 4b34 30 27 13 25 12 10) 11) 
5 30. n 42 45 48 yD a0 myo 37 23 
648 . 6 59 45 yO D4 4 ah) 40) Yt 
ROO . 8 O9 45 50 52 D4 DO 45 30) 
10 50 | 11 04 45 48 >I 53 2 a 33 
Am andern Tage 45 45 44 46 46 47 47 


Versuch mit Anilindl. 


Die Anordnung ist wie oben. Die Flaschen erhalten dann die unten 
bezeichneten Mengen Anilinédls. 








Zeit Kontrolle 0,05 g Ol g 025g 05g 10g 254 
3b20' bis 4b34' 30 23 Is 1D 12 13 7 
530 , 5 42 45 50 45 40) 24 10) 4 
648 . 6 59 45 DO 46) 4? 24 14 i) 
gs OO . 8 O9 45 45 45 38 26 1S 11 
10 50). «11 04 45 43 4] 37 29 26 14 
Am andern Tage 45 45 36 31 34 35 32 

Terpentinol Anilinol 


Voriibergehende Hemmung 1: 16000 1: 16000 
Dauernde Hemmung . keine 1: 3200 
Vernichtung il 

a srvehe » Steice oO 

Voriibergehende Steigerung | 1: 16000 1: 16000 


Dauernde Steigerung . .. | 


Terpentin6é! und Anilinél wirken der Konzentration entsprechend zu 
Beginn hemmend. Terpentinél zeigt spater bei einer ganzen Reihe eine 
maBige Steigerung, Anilinél dagegen weist keine dauernde Steigerung aut 
und wirkt im ganzen giftiger als Terpentindl. 

Bei der Zusammenstellung der untersuchten Glieder der zyklischer 
Reihe in bezug auf Hemmung und Steigerung ergibt sich folgendes: 











Steigerung Hemmung Steigerung | Hemmung 
a-Naphthol . 10 Proz. 1: 160007 Benzol keine 1: 3200 
8-Naphthol 10) 1: 160007 Anilindl “ 1: 3200 
Naphthalin SS . 1:16000] Lysol . 25 Proz. 1: 1600 
Thymol . keine 1: S000] Guajakol keine 1: 1600 
Kresel 1: S000] Campher 1: 800 
Toluol 1: 40001 Hexeton . 36 Proz. 1: 800 
Kreosot e 1: 4000] Terpentinsl — keine 


Diese Reihe gibt manchen Fingerzeig fiir weitere Untersuchungen 
Auffallend ist die starke Giftigkeit der Naphthole und des Naphthalins, dis 
gleichartig wirken, auch in bezug auf eine geringe Steigerung. Sonst findet 
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sich eine Steigerung nur beim Terpentinél und Lysol, die wohl nicht aut 
las Phenol zuriickzufiihren ist. und beim Hexeton. die von der Salievl 
componente herriihrt. 


Versuch pit Psicain. 
We Hefe, 200g Zucker, 5600 ¢ Wasser werden der einstiindigen CGaruny 
iberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Sie erhalten folzende Mengen 


von Psicain: 





Zeit Kontrolle OO g 0.02 g 005g Olg 02g 0.5¢ 
ShdH’ bis Gh37 25 25 % 25 2} Hi) 15 
937 . 1016 = 40 45 i 42 43 35 2s 
1160, 10 30 40) 43 52 43 41 35 25 
ia . 3 40 40 43 42 42 37 D5 
11 47 , 11 59 41) 40) 42 42 43 BO 25 


Versuch mit Nirvanol. 


Bei derselben Versuchsanordnung wird fiir Psicain Nirvanolnatrivum 


renommen. 








Zeit Kontrolle Ol g 0,2 g O5¢ 10g 2.08 50g 
Sh56’ bis Oh37’ 25 20) 1 1D D 
937 , 10 16 40) 43 33 27 24 14 Ss ’ 
10 16, 10 30 40) 44 45 40) 2H 17 10) 
lli4# ~ 11D 40) 41 42 42 3S 3S 12 
11 47 . 11:59 41) 40) 38 3S 45 40 12 

Psicain Nirvanol 

Vertibergehende Hemmung . 1: S000 1: 8000 
Dauernde Hemmung 1: S000 1 160 
Vernichtung 
Vi ribergehende Steiverunyg . 1: SOOO 1: Sow) 
Dauernde Steigerung keine keime 


Psicain und Nirvanol bewirken eine voribergehende Stewerunyg ber 
stirkeren Dosen eine Hemmung. Psicain ist viel giftiger als Nirvanol 


Versuch mit Formalin 
DO g Hefe. 250¢ Zucker, 5600 ¢ Wasser werden der einstiindigen Carung 
itherlassen, dann auf sieben Flaschen gefiillt. Folgende Mengen Formalin- 


werden zugefiigt., berechnet auf 40 Proz.: 





Zeit Kontrolle 001 g 0,02 yg 0.05 ¢ Ol g 02g 05g 
11438’ bis 12627’ 40) 38 29 29 11 6 () 
1227 . 108 40 41 36 36 23 13 () 

1 46 1 59 40 44 42 40) Bi S | 
ae -. 2 40) 48 44 43 2 1D 8 
21% , 22D 40) 47 45 45 34 15 ; 
2 37 2 D0 4) 47 45 44 37 2 } 
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bersuch mit Heweton. 


50g Hefe, 250g Zucker, 5600g Wasser werden der einstiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen gefiillt. Folgende Mengen Hexetons 
werden zugetiigt, berechnet auf 40 Proz. 








Zeit Kontrolle 0,02 3 0.95 g O1g 0,2 g 05g 10% 
11638’ bis 12h27 40) 3S 40) 34 32 25 D 
12 27 1 03 40 42 45 D1 0) 24 0) 
1 +46 1 59 40) 45 a0 53 D4 41 () 
1 59 2 12 40) 46 ol 52 D4 40) ) 
2 12 2 25 40) 47 D4 a) 77) 4] ) 
2 37 29 40) 46 7 | DD D7 42 
Formalin Hexeton 
Voriibergehende Hemmung . 1:40 000 1: SOOO 
Danernde Hemmung 1: SOOO ] SO) 
Vernichtung . . : ae soe 1: 1600 1: SOO 
Voriibergehende Steigerung | 1 80.000 1 4000 
Dauernde Steiverung | 
Formalin steigert in kleinen Dosen und henunt in absteigender Reil 


bei héheren Dosen. 


Hexeton steigert bei verschiedenen Konzentrationen. Der Ubergany 


zur vernichtenden Dosis ist ziemlich unvermittelt. 


Versuch mit Formamid. 


50 Hefe, 250g Zucker, 5600 ¢ Wasser werden der einstiindigen Garung 


Darauf werden folgence 








iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. 
Mengen Formamids zugefiigt : 
Zeit Kontrolle 0,02 com 0,1 com 0,2 com 0,5 com 1,0 com 3,0 com 

11403’ bis 12h02' 45 47 59 SD 65 6s 40) 
12 02 12 YS $5 5S 59 62 63 62 4S 
12 28 12 49 45 56 58 60 6S 66 5S 

1 31 1 46 45 52 51 DO Db 60 D7 
146 . 201 45 52 53 D1 D6 60 a7 
2 45 , 45 52 53 5? a6 HO HO 


Versuch 


mit Eserin. 


Die Anordnung ist wie oben, 0,5 g¢ Eserin werden in 5 cem Wasser gelost 





Zeit Kontrolle | 0,002 g 0,01 g 0,02 g 0,05 g O1g 03¢ 
11403’ bis 12502’ 45 60 DO 45 40) 40 35 
12 02 12 23 45 5D 46 46 42 a) 25 
12 28 12 49 45 50 48 49 oO 40) 30 

[ae-“— 2a 45 D0 50 48 46 4] 32 
1 46 2 01 45 48 51 49 46 41 33 
245 . 300 45 BO 50 48 48 43 39 
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Formamid Eserin 
Vortibergehende Hemmuny 1 270 l 1h Om 
Dauernde Hemmung keine 1: 2700 
Vernichtung . 
\ortibergehende Steigerus 
net re , ~ 1: 40000 1: 400.000 
Dauernde Steiwerung ‘ , | 


Formamid kann die Garung bis um 33 Proz. steiwern. und zwar dauerncd; 
lie anfangliche Steigerung kann noch héher sein. Die Ursache wird mehr 
auf die N-Komponente als auf die Ameisensiiure zuriickzufiihren sein 
Hier mdchte ich 


Herr CGeheimrat 


ihnlich wie bei den Eiweilispaltproduktenversuchen 

lie Gelegenheit ergreifen und ein Ubersehen nachholen. 
lhderhalden schickte mir zwei Arbe'ten zu, die wegen Fehlens der Sehlul- 
bande in einer Institutsbibliothek, mir nicht zuganglich waren Er hat 
darin bei vielen Eiweibspaltprodukten eine Steigerung der Garung fest 
Uber dlie | rsache cer 


Bei einer Zusammen- 


gestellt, doch meist nur mit einer Konzentration 
Steigerung, auch beim Insulin, abt er sich nicht aus 
fassung der Arbeiten komme ich noch darauf zuriick. 

Eserin wirkt in kleinen Dosen steigernd. in gréBeren stufenweise 
hemmenda. 


Versuch mit Chinin.h yd roe Al. 


We Hete, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der einstiindigen Carung 


uberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Sie erhalten folgende Mengen 


von Chinin, gelést in Alkohol 





Zeit Kontrolle 0.05 g Ol g O2¢g 05g 10g 2.0% 
4b20)' bis 5E10' 30 27 25 IS i4 13 7 
510 , 5 Gi 30 20) 15 13 11 10 ’ 
541 . 600 60 43 37 38 36 IS fh 
610 . 6 2S 60 60 48 4? 44 40 6 
700 . 7418 60 64 60 2 60 yh ) 
S40 . 9 OO 60 63 61 64 64 63 D 


™ . ‘ 
Versuch mit Morphium h ydrochl. 


Die Anordnung ist wie oben. Die Flaschen erhalten folgende Mengen von 
Morphium hydrochl., gelést in Alkohol. 














Zeit Kontrolle 0.05 g Ol g 0.2% O5g 10g 2.08 
4620’ bis 5b10' 30 25 24 22 22 20) Ww 
510 ., 58! 30 30 34 30 16 s 
541 . 6 00 60 60 65 60 D4 4] 20) 
610 . 6 28 60 60 64 DS es) my Mh 
7 . 7 60 63 64 60 yh yO 41) 
8s 40 . 9 00 60 64 65 63 59 nH 47 
Chinin Morphium 
Vortiibergehende Hemmung 1: 16000 1: 16000 
Danernde Hemmung l 40 l Stn 
Vernichtung 1 404) 
Voriibergehende Steigerune | , 
] Lec 


Danuernde Steigerung 
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Chinin hemmt, der Dosis entsprechend, stufenweise. Der Ubergar 
zur letalen Dosis ist ein ziemlich plotzlicher. Nach lingerer Garung tri 
bei allen vorangehenden Dosen eine kleine Steigerung auf. 

Morphium hemmt in maBigem Grade bis auf die letzte Konzentratix 
Bei den vorangehenden tritt bald Erholung ein, bei einigen sogar eine klein: 


Steigerung. 
Versuch mit Blutkohle. 


5g Blutkohle werden mit LOO cem Wasser 6¢ Gumi arabikum aut 
geschwemmt. 50g Hefe. 250g Zucker, 5600 ¢ Wasser werden der ei 
stiindigen Gaéarung tiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Von ce 


aufgeschwemmten Kohle ohne Bodensatz erhalten sie folzende Menge 





Zeit Kontrolle 1,0 com 2,0 com 5,0 com 10 com 20 ccm 50 com 
11hO5' bis 11655’ 30 28 20) 21 Is 18 12 
11 55 . 12 50 60 51 46 Ot} 65 66 63 
12 5O 1 14 60 D6 Ho S$? 74 7) 6S 
a 1 36 60 64 70 90 &5 Nh 76 
1 36 1 56 60 60 63 70 70 6S DS 
1 56 2 16 60 60 2 HH HH 4 Ww 


Versuch mit Barinmsultat. 








10 ¢ Bariumsulfat werden mit 100 cem Wasser lO cem Mueilag. gumn 
arab. aufgeschwemmt. Dann wird wie oben verfahren. 

Zeit Kontrolle 1,0 com 2,0 ccm 5,0 com 10 com 20 ccm 50 con 
11hOD’ bis 11655 30 12 10 10 a 3 ) 
1155 , 12 50 60 41 35 38 23 24 1] 
1250, 1414 60 D1 DO 65 28 1% 12 

114 , 1 36 60 oS 65 67 60 30 A) 
1 36 1 +6 60 a9 61 63 58 36 YS 
ina. 2 he 60 60 a4 59 yO 37 4 
Blutkohle Bariumsultat 

Voribergehende Hemmune 1: S00 1: S00 
Dauernde Hemmune . keine Ll: 16 
Vernichtung a 
Voriibergehende Steigeruny . 1: 800 1: 400 
Dauernde Steigerung : 1: 400 

Blutkohle hemmt voriibergehend. Es tritt aber bald Erholung au 


mit ziemlicher Steigerung, die um die mittlere Konzentration am starkste) 
ist. Doch halt sie nicht lange an. 

Bariumsulfat wirkt sicher nur mechanisch. So ist die zu Beginn aut 
tretende Hemmung aufzufassen, die bald bis auf die beiden letzten Kon 
zentrationen verschwindet. Durch ein Absetzen der Hefe ist das Zuriick 
bleiben zu erklaren. 


Stellt man die zuletzt untersuchten Substanzen zusammen, die keine! 


bestimmten Gruppe angehéren, so ergibt sich folgendes: 
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Steigerung Hemmung Steigerung Hemmung 
Cantharidin . keine 1:4000007 Chinin — . keine 1:40 
Amylnitrit . 10 Proz. 1 SOOO) Nirvanel - 1: 160 
Natriumnitrit 10 l SOOOT Gummi arab 1: loo 
Formalin : 1: 40007 Bariumsulfat . ss l Ith 
Psicain . keine 1 40007 Formamid ; 36 Proz. keine 
Kserin . . 12 Proz. 1 27007) Blatkohle 20 
Morphium : ~~ . I SOO 





Alle Stoffe, die hier eine Steigerung der Garung veranlassen, enthalten 
Stickstoff; auch bei der Blutkohle ist auBer der mehr physikalischen Wirkung 
an eine Mitwirkung von stickstoffhaltigen Substanzen zu denken. Dab die 
Wirkung von Amylnitrit und Natriumnitrit nur auf die Nitritgruppe zuriick- 
zutiihren ist, kann man sicher annehmen. Wie giftig das Psicain sogar aut 
lie Hefezelle wirkt, geht aus der gleichen Hemmungsdosis des Formalins 
hervor. Auch Eserin wirkt ziemlich giftig. Am giftigsten ist das Cantharidin. 


Zusammenfassung. 

Die hier untersuchten lipoidléslichen oder oberflichenaktiven 
Stoffe haben folgenden EinfluB auf die Garung 

Aceton, Ather, Terpentinél, Formamid haben in mittelstarken 
Dosen keinen hemmenden EinfluB auf die Garung. Formamid selbst 
steigert die Garung, da es zwei Komponenten enthalt, ‘die jede fiir 
sich steigern kénnen. 

Kine Hemmung in einer Verdiinnung von 1:40 bis 1:80 mit 
einer vorangehenden Steigerung in kleineren Dosen tiben aus: Methyl! 
alkohol, Athylalkohol, Paraldehyd, Amylalkohol, Amylenhydrat. 

Eine Hemmung in einer Verdiinnung von 1 : 400 bis L: 8000 ohne 
vorangehende Steigerung bei kleineren Dosen iiben aus: Chinin, Chloral 
hydrat, Chloralamid bei 1 : 400; Campher bei 1 : 800; Guajakol, Bromo- 
form bei 1: 1600; Benzol, Anilinél bei 1: 3200; Toluol, Kreosot, Chloro 
form, Psicain bei 1: 4000; Thymol, Kresol bei 1b: 8000. Lysol wirkt 
bei 1: 1600, Hexeton bei 1: 800 hemmend, bei klemen Dosen wirken 
sie aber steigernd auf Grund der in ihnen enthaltenen Beimengungen ; 
Formalin wirkt bei 1: 4000 hemmend, bei kleineren Dosen ebenfalls 
steigernd, wohl auf Grund der beiden in ihm enthaltenen Komponenten. 
Morphium und Eserin wirken bei 1 : 800 bzw. L : 2700 hemmend, steigern 
aber in kleineren Dosen: ob diese Steigerung auf Stickstoff beruht, der 
durch die Hefe leicht abspaltbar ist, lieB sich noch nicht sicher fest 
stellen 

Kine Sonderstellung nehmen Naphthalin und Naphthol ein, dic 
bei 1: 16000 hemmen, in klemeren Dosen aber steigern. genau ebenfalls 
Amylnitrit und Natriumnitrit, nur betragt hier die hemmende Dosis 
1: 8000. Eine Gruppe fiir sich bildet wieder das Cantharidin, das be) 


1: 400000 hemmt. ohne vorangehende Steigerung 
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Mancher dieser genannten Stoffe wurde schon von anderen Autorey 
meist bei anderer Fragestellung, untersucht, so besonders von Neuber, 
Euler und ihren Schiilern, doch kann ich hier, ohne weitlaufig zu werden 
die Ergebnisse nicht direkt verwenden, da die Methodik meist ein 
andere war. Vor der Zusammenfassung aller Versuchsergebnisse mécht: 
ich schon bemerken, daB hier ein Weg sich weist, die Spezifitat de 
Gifte zu untersuchen. Auf eine Fehlerquelle méchte ich dabei aut 
merksam machen, die oft unberiicksichtigt gelassen wurde: Zu Beginn 
der Garung scheiden die Hefezellen bestimmte Substanzen aus, die erst 
die Einleitung derselben erméglichen; auBerdem wird die Hefe durch 
schleimartige Substanzen umbhiillt, deren Verinderung durch zu 
gesetzte Gifte das eigentliche Ergebnis verschleiern kann. Es handelt 
sich also um eine Beriicksichtigung der Vorgange auBerhalb der Zell 
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Untersuchung iiber die kombinierte Wirkung zweier 
Substanzen auf die Hefegirung. VIII. 


Von 
ILeinrich Zeller. 


Aus der medizinischen Universitatsklinik zu Konigsberg i. Pr. 


(Ringe qangen am 26. Januar 1927.) 


Boas fand. dab durch Zusatz von Saponm die Hefegirung ge 
steigert wird, dal aber eme Salz-Saponinkombination sowohl eine 
Steigerung wie auch eine Hemmung zur Folge haben kann. Er fiihrt 
diesen Befund auf eine Anderung des kolloidalen Zustandes der Plasma 
hautlipoide zuriick, wobei Hemmung oder Steigerung der Girung 
durch gleichzeitig zugesetzte Salze aus der Anwesenheit von verschieden 
wertigen Kationen erklart werden. Vewberg und Kobel haben auf Grund 
der Boasschen Anschauung versucht, mit Natriumcholat und Saponin 
die Permeabilitat der lebenden Hefezelle zu steigern. um Hexose 
diphosphat zur Vergirung zu bringen, ohne Erfolg dabei zu haben 
In friiheren Versuchen fand Newberg im HefepreBsaft eine Stimulierung 
durch Quillavasaponin, Saponin Merck, Verodigen, auch durch Digitonin 
ind Cyklamin. Die Garung lebender Hefezellen wurde gesteigert durch 
(Juillayasaponin, Saponin Merck, gehemmt durch Digitonin und 
Cyklamin. Eine ahnliche Reihe fand Boas. Auffallend ist das Ver 
hatten vom Solanin. das einmal eine Steigerung der Garung hervorruft, 
dann wieder eine véllige Hemmung. Gallensaure Salze und Séuren 
zeigen in Kombination mit Salzen ein ahnliches Verhalten wie die 
Saponine (Boas) Schon friiher hatte Newherg die Aktivierung cet 
Gairung durch diese Substanzen gefunden Boas beweist, dal cie 
(jallensalze mit den Saponinsubstanzen eine scharf fixierte Sondet 
stellung einnehmen: sie veraindern die Lipoidhillen, wodurch un 
gehindert Substanzen ins Zellinnere dringen kénnen. In einer neuen 
\rbeit hat er diesen Gedankengang weiter ausgefiihrt 

Fiir mich handelte es sich in dieser Arbeit um Gewinnung neuer 
\nbaltspunkte zum Verstindnis der Giftwirkung. ohne sich an bi 
herige Hilfshy pothesen zu halten 
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Versuch mit Acidum citricum. 
50 ¢ Hefe, 250 ¢ Zucker, 5600 ¢g Wasser werden der zweistiindigen Garun, 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Alle, auBer der ersten, e1 
halten 80mg Acidum citricum; 10 Minuten spaéter werden die unten g 
nannten Substanzen zugefiigt. 





Acidum citricum 


Zeit Kons Acidum 
trolle citricum lg lg 2g Ammon. lg 2 mg 
NaCl CaCl, Acetat Na-Citr Sublimat 

1100’ bis 11b45' 40 35 Ss” & 60 30 25 
11 45 12 16 40 36 39 38 123 44 23 
12 48 1 02 40 37 38 35 98 44 20 
9 04 217 40 39 40 39 105 45 31 
2 30 2 43 40 40 44 41 LO6 45 34 
2 56 309 40 41 43 42 108 45 34 


Es wird so wie oben verfahren; nur werden andere Zusaétze gemacht. 





Acidum citricum 


Zeit Kons Acidum 

trolle citricum 1gChloral- 0,5 com 0.5 com 25 mg 0,2 com 

hydrat Chloroform Toluol Phenol Formalin 
11b00' bis 11545' = 40 35 30 13 10 15 17 
11 45 1216, 40 34 30 10 5 15 14 
12 48 1 02 40 34 30 5 5 9S 20 
2 04 217 40 38 32 20 9 32 25 
2 30 2 43 40 40 36 26 11 35 30 
2 56 309 40 42 39 33 15 36 32 


Dieser Versuch mit Citronensaiure brachte ungefahr dasselbe Ergebnis 
wie der Leerversuch ohne Citronensaure, abgesehen von einer anfanglichen 
Hemmung, die hier auftrat. So konnte von einer Wiedergabe abgesehen 
werden. Die Menge der Zusatze wurde beim Natriumchlorid, Caletumchlorid, 
Natriumcitrat so gewahlit, daB eine kleine Steigerung auftrat, die Héhe der 
iibrigen so, daB nach anfanglicher starkerer Hemmung allméahlich noch di¢ 
Norm erreicht wurde, abgesehen vom Ammoniumsalz, das in der zugefiihrten 
Dosis eine Steigerung von 100 bis 150 Proz. bewirkte. 

Citronensaéure ist ohne Einflu®B auf die Garung. noch bewirken Zusatz« 


eine nennenswerte Anderung. 


Versuch mit Oxalsdure. 

50 ¢ Hefe, 250 g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Alle, auBer der Kontrolle, 
10 Minuten spater werden die unten genannten 


Zusatze gemacht. 


erhalten 80 mg Oxalséure. 








Oxalsaure 


Zeit Kon: Oxal- 
trolle Saure lg lg 2g Ammon. lg 2mg 
NaCl CaCl, Acetat Na-Citr Sublimat 

3h40' bis 4b06’ 20 17 15 10 12 10 9 
4 36 4 56 40 34 35 28 104 3 12 
4 56 5 10 40 38 42 35 112 3 22 
5 438 D 56 40 40 45 42 105 47 30 
644.658 | 40 | 4 44 42 105 48 34 
901.916 40 42 43 41 108 46 35 
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Fir diesen Versuch wird genau wie oben verfahren, unter Anderung der 





Zusatze. 
Oxalsaure 
Zeit Kon: Oxal- 
trolle saure tgChlorale  0,5ccm 0,5 ccm 25 mg 0,2 com 
hydrat Chloroform Toluol Phenol Formalin 
3b40' bis 4506’ 20) 11 5 2 i) 5 5 
436 . 4 56 40 30 14 7 Ss 17 5 
456 . 510 40 34 16 5 S 24 5 
548 . 5 56 40) 36 31 10 22 32 12 
6 44 . 658 40 39 37 23 24 3) 22 
9OL , 9 16 4) 42 49 28 21 37 27 


Ovalsdure hemmt zu Beginn im ahnilicher Weise wie Citronensaure. 
Zusatze von Natriumehlorid, Phenol sind ohne Wirkung; dagegen hemmen 
die tibrigen im Vergleich mit dem Citronensaureversuch, doch gleicht sich 
die Hemmung nach einiger Zeit aus, so dab der Zusatz von Oxalsdure 
vleichgiiltig ist, bis auf Toluol und Formalin. Von diesen arbeitet ersteres 
besser, letzteres schlechter. 

Oxalsaure Toluol hemmt weniger als Toluol allein. 


Oxalsiure Formalin hemmt mehr als Formalin allein. 


Versuch mit Benzoesdure. 


50 ¢ Hefe, 250 ¢ Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Alle, auBer der Kontrolle, 
erhalten 40 mg Benzoeséiure. 10 Minuten spater werden die unten genannten 


Substenzen zugesetzt. 





Benzoesaure 
Kons Benzoe- 
trolle saure lg 1 g 2g Ammon. lg 2 mg 
NaCl CaCly Acetat NaeCitr Sublimat 


Zeit 


1hO0’ bis 1h41' 30 30 15 20 26 15 
ig. 2B 60 61 44 42 42 17 
2 27 2 44 60 83 76 70 69 32 
3 16 3 32 60 S1 S7 S4 75 0) 
351 . 407 60 80) &) S6 80 7 
423 . 4 40 60 78 SH SS 80 64 





Es wird wie oben verfahren, unter Anderung der Zusitze | 








Benzoesaure 


Zeit Kon Benzoe- 
trolle saure JgChlorale 05 ccm 0,5 ccm 25 mg 0.2 ccm 
hydrat Chloroform Toluol Phenol Formalin 
1bO0’ bis 1b41’ 39 2S 10 5 i) 7 Ss 
144. 212 60 5S 19 2 3 3 ; 
2 27 2 44 69 69 AO 6 3 6 15 
3 16 3 32 60 75 70 8 7 10) 44 
851 . 407 60 S4 82 20 1S 17 Hi 
423 . 4 49 60 79 80) 22 19 20 2 


26 
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Benzoesiiure steigert ohne vorangehende Hemmung die Garung bhi 
um 33 Proz. Benzoesiure mit Zusatzen hemmt ohne Unterschied zu Begin 
die Garung, spater verschwindet die Hemmung bis auf die Versuche m 
Phenol. 


Benzoesaure steigert 


Chloroform, Toluol, 


Ergebnis. die Garung. 


Benzoesaure Zusaitze hemmen zu Beginn die Garung. 


jenzoesaure Chloroform hemmen dauernd die Gaéarung mehr a 
I 
Chloroform allein. 
Benzoesaure Toluol hemmen dauernd die Garung mehr als Tolu 
allein 
Cn ZOesSaAuUre 1eTLO remmMen GauUeTTIL cle mMArung menr ais ier 
B Phenol hemmen d rnd «ie ¢ r | Is Pl 


allein 


Ve rsuch 


dg 


mit Salicylsdure. 


Hete, 250 ¢ Zucker, 5600 @ Wasser werden der zweistiindigen Garung 


iiberlassen, dann auf 


sieben Flaschen verteilt. 


Alle, auBer der Kontrolle, 


erhalten 40 mg Salicylsiéure. 


10 Minuten spater werden die unten genannter 


Zusaitze gemacht. 





Salicylsaure 





7 Kon: Salicyl- 
eit 4 ’ 
trolle saure lg lg 2g Ammon 1 2 mg 
NaCl CaCl Acetat Na-Citr Sublimat 
O30 bis Gb17 30 3 39 24 1 Ae) IS 
6 17 6 45 60 64 69 45 5S 35 1D 
7 Ol 8 07 60 66 82 73 110 65 sa 
$ 25 S 41 60) 6S 77 70 110 66 BD 
10 13 . 10 2 60) 7 79 69 127 73 D4 
805 . 8 54 
am andern Tage 60 70 73 69 9 61 76 
Es wird wie oben verfahren, unter Anderung der Zusiitze. 
. Salicylsaure 
Z Kons  Salicyl- 
eit . = 7 
trolle saure  igChlorale 0,5 ccm 0,5 com 25 mg 0,2 com 
bydrat Chloroform Poluol Pheno! Formalit 
Hh3N' bis 6h17’ 30 29 16 14 10) 22 14 
6 17 6 45 6 65 22 5 2 Yb 12 
7 Ol 8 07 69 69 54 12 a) 52 26 
8 2) 8 41 60 68 a7 1S 10 3 3 
10 13 10 29 60 6S 67 36 2 66 44} 
5a. Be 
am andern ‘Tage 60 70 69 4 34 71 GS 





Salicylsdure steigert um etwa 15 Proz. Salicylséure Zusitze hemune 


zu Beginn, mit Ausnahme von Natriumehlorid und Phenol, abnlich wie bei 
der Oxalsiure. Sonst zeigt sich im Verlauf keine Abweichung von det 
Norm, bis auf das Phenol, das mit Salicylsiure weniger hemmend wirkt 


Phenol Phenol allein. 


Salicvlséure hemmen weniger als 


Oxal-, Salicyl-, Benzoeséure zeigen 


Die Versuche mit Citronen-, 
daB dieselben Zusitze je nach dem vorangehenden Saéurezusatz ein 
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verschiedene Wirkung aubern kénnen. Citronensiure selbst ist beinahe 
ohne EinfluB: Oxalsiure dagegen schwicht die Hemmung durch Toluol 
ab, verstarkt aber die durch Phenol. Dazu verstarkt Oxalsiure die 
Hemmung der Zusatze zu Beginn. Salicylsiure wiederum entgiftet 
etwas die Hemmung durch Phenol, wihrend Benzoesiure die Hemmung 
durch Chloroform, Toluol. Phenol verstarkt. 

Uber den inneren Zusammenhang dieser Resultate liBt sich vorerst 
nichts AbschlieBendes sagen. Fiir Oxalsiure und Toluol scheint ein 
Zusammenhang mit Calcium zu bestehen: Wird Phenol erst. zugesetzt 
dann Oxalsaure, so tritt keine Entgiftung ein. Die Wirkung der Benzoe 
siure tritt unabhingig von der Reihenfolge des Zusatzes auf, so dab 
die Verstarkung der Hemmung als reine Addition beider Wirkungen 
zu verstehen ist 

Versuch mit Phenol. 
50 g¢ Hete, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der einstiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Sie erhalten die unten ge 


nannten Mengen Phenols. 





» ” 
Zeit Kon. Phenol 
5 mg 10 mg 25 mg 5) mg 100 mg 250 mg 

11h3Y bis 1626 60 34 44 49 40 30 4} 
126 . 1 5l 60 66 2 MD yO 4] 28 
1 51 2 14 60 69 66 63 a8 1 36 
2 14 2 35 bu 07 bb 62 YS 4 4) 
395 . 3 2 60 64 63 60 Hu Wi 45 
$ 40 4%) 60 Ta) 63 1 Ho 7) 7 


50 e Hefe, 250 2 Zucker, 5600 g Wasser werden der halbstiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Dazu erhalt jede Flasche, auber 
der Kontrolle, je 25 mg Phenol, 10 Minuten darauf die unten genannten 


Zusiatze. 





Phenol 
Zeit Kon, Phenol . 2 tig 0.5 ccm 

trolle tig -8 ‘ . 2m 

$ Ammonium: Chloral+ Chloros » 

NaCl Sublimat 

acetat hydrat form 

4h10)' bis 4647 30 Is 24 28 2 S 7 
447 . 5 08 30 22 24 37 22 S 12 
527 . 5 39 30 28 29 DD 23 D 10 
550 . 66 00 30 27 29 5S 25 > 13 
635 . 6 44 30 30 31 51 28 13 18 
700 . 709 30 31 31 5 28 13 21 
sm. 809 30 BI 31 48 245 17 25 


Phenol steigert in der Dosis 1: 1000000 die Garkraft der Hefe um 
15 Proz. Bei 1 : 200000 besteht zu Beginn eine geringe Hemmung (siehe auch 
Euler). Zusatz von Natriumehlorid, Chloralhydrat ist ohne EinfluB; Zusatz 
von Ammoniumacetat, Chloroform, Sublimat ergibt eine mabige Hemrmung 














394 


Ammoniumacetat, 


H. Zeller: 


Chloroform, Sublimat hemmen die Garung de 


Phenolhefe in geringem Grade. 


erhalten 0,2 


50 ¢ Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garunyg 


iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. 


Versuch mit Toluol. 


Alle, auBer der Kontrolle, 
cem Toluol. Eine halbe Stunde spiéter werden die unten ge 
nannten Zusitze gemacht. 








ae Toluol 
Zeit trolle Toluol 22 2g 2g Ammon. lg 0,2 com 
NaCl CaCl, acetat Na-Citr Formol! 
4635’ bis 5b29' 60 45 43 4? 102 65 26 
5 29 . 5 5l 60 48 46 45 100 60 D5 
6 24 . 6 41 60 45 50 3S 101 DS 34 
735, 7 5! 60 55 53 48 124 60 40 
815. 8 81 60 6 60 60 130 60 48 
918 . 9 35 60 59 61 60 124 61 58 
Bei derselben Versuchsanordnung werden die unten genannten Zusatze 
gemacht. 
; ii “ Toluol 
Zeit trolle Toluol 0,5 com 0,5 com 0,5¢cm 0,5 ccm 0,2 g 
Benzol Chlorotorm Amylalk. CS. Saponin 
4h35' bis 5h29’ 60 37 13 13 25 2 20 
529 . 5 51 60 50 5 9 99 a 17 
6 24 6 41 60 51 12 15 38 11 34 
7 35 7 Ol 60 54 15 0 48 18 47 
8 15 8 31 60 6 19 30 54 20 D4 
918 . 9 35 60 60 24 35 56 35 D7 


Toluol 


Stunden ein. 
acetat, Formol sind ohne Wirkung. 


hemmt zu Beginn langere Zeit; Erholung tritt nach einigen 
Zusatze von Natriumcehlorid, Caleiumchlorid, Ammonium- 
Chloroform, Benzol, Schwefelkohlen- 


stoff dagegen schidigen dauernd, Amylalkohol, Saponin nur voriibergehend. 


Toluol 
Toluol 
Toluol 
Toluol 


Toluol 


allein hemmt etwas. 
Benzol hemmen dauernd mehr als ohne Toluol. 
Chloroform hemmen dauernd mehr als ohne Toluol. 
Schwefelkohlenstoff hemmen dauernd mehr als ohne Toluol. 


Amylalkohol oder Saponin hemmen voriibergehend mehr 


als ohne Toluol. 
Toluol 


Natriumcitrat heben die hemmende Wirkung des Toluols auf, 
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Versuch mit Saponin. 
We Hefe, 250g Zucker, 5600 ¢ Wasser werden der einstiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Dazu erhalten sie die unten 
genannten Zusitze. 





: Saponin 
Zeit Kons . 
trolle lg 2g Ammon. lg lgChloralk 0,5 com 2mg 
NaCl Acetat CaCl, hydrat Chloroform Sublimat 
7506" bis 765)’ 30 35 59 40) 31 16 ) 
750 . 8 05 30 30 52 39 20) 7 24 
SOF . 8 19 30 33 4 40 20 7 IH 
$19 . 8 30 30 33 56 41 21 7 26 
845 . 8 55 30 34 63 38 25 11 29 
904 . 9138 30 33 62 34 27 16 28 
Am ander. Tage 30 28 45 29 st) 28 3 
50g¢ Hefe, 5600 ¢ Wasser werden fein zerriilrt. Dazu kommen 5,0 ¢ 
Saponin Merck, 10 Minuten spaéter 250g Zucker. Nach 1 Stunde wird 


die Géarfliissigkeit auf sieben Flaschen verteilt, dann genau wie oben 


verfahren. 





Kons lg 2g Ammon. lg 1gChlorale 05cm 2 mg 
trolle NaCl Acetat CaCl, hbydrat Chlotoform Sublimat 
Zeit S 

+ Sapos 

nin + Saponin 
7h06' his 7h5O’ 2 10 7D 46 a rT j 
750 . 8 05 45 52 92 D4 24 16 2} 
8 05 8 19 26 4 88 9 24 18 22 
8 19 8 50 24 31 5 int 1) 1D 1S 
845 . 8 55 24 28 65 33 23 22 25 
904 . 913 30 31 70 35 25 20) 25 
Am ander. Tage 27 25 35 2H 22 2s 27 


Saponin beschleunigt die Triebkraft, hemmt aber die Garkraft der 
Hefe. Alle Zusitze hemmen die Beschleunigung der Triebkraft durch 
Saponin (wenig bei Ammoniumacetat und Calciumchlorid, stark bei Natrium- 
chlorid, Chloralhydrat, Chloroform und Sublimat). Die Garkraft selbst 
wird nicht beeinfluBt mit Natriumehlorid, Caleiumchlorid, Sublimat, 
Chloralhydrat ; gesteigert wird sie durch Ammoniumacetat und Chloroform, 
absolut und im Vergleich mit der Saponinkontrolle. 


Saponin steigert die Triebkraft, hemmt die Garkraft. 
Zusatze hemmen die Triebkraft der Saponinhete. 


Ammoniumacetat steigert die Garkraft der Saponinhetfe. 


Chloroform hemmt die Garkraft der Saponinhefe weniger. 














396 H. Zeller: 


Digitonin-Réntgenversuch.  \proz. alkoholische Digitoninlésung. 


100 g Hefe, 250 g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garun 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 3, 5, 7 werde: 
45 Minuten zusammen bestrahlt, wobei sie nach je 15 Minuten in der Reihen 
folge getauscht werden; dann erhalten Flasche 2 und 3 0,1 cem Digitonn 
Flasche 4 und 5 1,0cem Digitonin, Flasche 6 und 7 4,0 cem Digitoni: 





Flasche 1 wird Kontrolle. Temperatur 22°. 

Zeit Kontrolle 0,1 O1.X 1.0 OX 4.0 40.X 
1600’ bis 15’ a SU) SI S] 8) 4? 62 
20 . 138 ow) a) OD 2 Y4 5D 66 
2 25 ow) 97 95 G4 96 D4 65 
2 37 9) 97 95 93 WW) 53 64 
2 49 a) 95 Q7 9] S7 50) 60) 
$36. 8 Ww) YD 93 SS S4 1 D7 
4 0] WwW) Q7 WH YW) SD Du aS 
4 14 WH) a 47 Ww) SH DO 7 


In Ubereinstimmung mit friiheren Versuchen wurde hier bestrahlt« 
und nicht bestrahlte Hefe mit steigenden Mengen Digitonins behandelt. In 
kleiner Dosis wirkt Digitonin steigernd, in gréBerer hemmend. Ein Vergleich 
der Dosis 0,1 bei bestrahlter und unbestrahlter Hefe ergibt keinen Unter- 
schied; bei der Dosis 1,0 ergibt sich eine anfangliche Steigerung zugunsten 
der bestrahlten Hefe, die von einer Hemmung gefolgt ist. Bei der Dosis 4,0 
ist die durch Digitonin bewirkte Hemmung bei der bestrahlten Hefe viel 
kleiner als bei der unbestrahlten 


Versuch mit Cantharidin. 


300 mg Cantharidin werden in 9600 g Wasser gelést, darin werden 84 ¢ 
Hefe aufgeschwemmt, nach 15 Minuten 420g Zucker zugesetzt, nach 
1 '4stiindiger Garung wird das Ganze auf 12 Flaschen verteilt. Gleichzeitig 
werden in 1600g¢ Wasser 14g Hefe aufgeschwemmt, nach 15 Minuten 
70¢ Zucker zugesetzt und ebenfalls 114, Stunden der Garung tiberlassen 
und auf zwei Flaschen verteilt. Dann werden die unten genannten Zusatze 


gemacht. 





Canthanidin 
Kons Cantha- 


Zeit 0 +22 L Ig + 2 my 
rad Sis Nah ae oe cf NiCr.  Sbbtimbt 
6hOO' bis 6b52’ 30 24 18 37 19 15 14 
652 . 8 45 150 21 28 153 27 28 15 
845. 9 85 150) 20) 27 152 36 32 18 
935 . 10 16) 150 21 25 147 34 31 18 
10 16 . «11 O00 150 31 33 141 42 43 30 
806. 9 50 
tags darauf . . 150 83 60) 154 88 75 72 
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Zeit 


6bO0' bis 


S Ob 


6bH2 


10) 
11 


4y 


tags daraut 


Cantharidin 


15S Pre Zz.) 
etwas ab 


auf, ohne dabei 


16 
iM) 


Kons 


trolle 


YS 
l ih) 
150 
150 


150 


allein 
Zusatz 
Ammoniumacetat 


die 100 proz. 


( sg lg + O0.S5ccm 

— Chlorals | Chloros 
hydrat form 
22 1b 5 
19 27 i) 
18 27 10 
17 2% 10 
+4 5 i) 15 
S)5 70 10) 
setzt die Garung det 
von Natriumecehlorid 


hebt die 


Steigerung zu 


Cantharidi 


+ 0,025 ¢ 


Phenol 


1) 


40 


44 


Hefe st 


schwacht 
Cantharidinwirkung 
zeigen; Caleitumechlorid 


Natriumacetat schwachen die Giftwirkung etwas ab, 
ohne Wirkung ist; Chloralhydrat, Phenol und Zink 
die Cantharidinwirkung ab, Chloroform und Zinksul 


ohne 


EinfluB. 


397 
n 
+ 0252 0,25 2 
Zink- Zink- 
acetat suitat 
10) 1] 
4] 17 
45 is 
43 li 
46 i 
SS) (Hi) 
irk herab (bis aut 


diese Hemmung 
vollkomumen 
und 
Sublimat 


schwachen 


wihrend 
acetat 
fat sind 


dagegen 


Cantharidin hemmt die Garung sehr stark (bis auf etwa ! ;) 


Ammoniumacetat 


hebt 


cliese 


Hemmung vollstandig auf. 


Natriumechlorid und Chloralhydrat beschleunigen die Cantharidinhet 
30 Proz. 


um 20 bi 


Calciumcehlorid, 
Cantharidinhete 


S 


um 


Natriumcitrat, 
50 bis 


Phenol, 
100 Proz. 


Versuch mit Tannin. 


Zinkacetat 


beschleuniger «lit 


50g Hefe, 250 ¢ Zucker, 5600 ¢ Wasser werden der einstiindigen Garung 


iiberlassen, dann auf sieben Flaschen gefiillt. Site erhalten die unten ge- 








nannten Mengen Tannin. puriss. Merck. 
Tannin 
Zeit Kontrolle 

5 mg 10 mg 25 mg 50 mg 100 mg 25) mg 
11530’ bis 126’ 60 38 30 24 a») ) 18 
1 26 1 5l 60 57 i) 48 3 26 2 
1 51 2 14 60 60 DD 60 a3 45 0) 
2 14 2 35 60 63 66 6S mh a3 41) 
3 05 3 25 60 64 67 69 60 VO 44 
4 10 4 20 60 63 63 66 2 DS 46 














SOS H. Zeller: 


50g Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der halbstiindigen Garunge 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Dazu erhalt jede Flaschy 
auber der Kontrolle je 25 mg Tannin, nach 10 Minuten die unten genanntet 


Zusatze. 





Tannin 
Zeit Kons — . . 
4 trolle . Lig 22 4 lg 4 0,5 ccm ae 
NaCl Ammons Chlorals Chloros S bi; A 
F Acetat hydrat Sorun Sublima 
4610° bis 4647" 30 15 20 44 23 5 7 
447 ., 508 30 26 42 134 37 16 9 
550 . 6 00 30) 38 42 96 38 18 18 
635 . 644 || 30 33 38 80) 30 21 Pa) 
700 . 7 09 30 31 35 77 6 23 »” 
SOO ,. 8 09 30 31 39 71 24 23 21 


Réhling hat in einer Dissertation, Erlangen 1905, festgestellt, dab 
Tannin in einer Konzentration von 0,5 Proz. véllig die Garung hemmt 
Hier wird festgestellt, daB Tannin in kleinen Dosen die Garkraft um 15 Proz. 
steigern kann. Zusatz von Kochsalz steigert bis um 30 Proz. Zusatz von 
Ammoniumacetat kann bis um 300 Proz. steigern. Chloralhydrat ist ohne 
Wirkung, Chloroform hemmt weniger, Sublimat hemmt mehr mit Tannin 
als ohne. 


Tannin steigert bei 1: L0Q0O000 um 15 Proz. 


Tannin Natriumchlorid steigern bis 30 Proz. 

Tannin Ammoniumacetat steigern bis um 300 Proz. 

Tannin Chloroform wirken weniger giftig als Chloroform allein. 
Tannin Sublimat wirken giftiger als Sublimat allein. 


Versuch mit Natriumceitrat. 
50¢ Nefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der halbstiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt; dazu bekommt jede Flasche 
auBer der Kontrolle je 1g Natriumcitrat. 10 Minuten spiiter werden die 
unten genannten Zusaétze zugefiigt. 





Natriumcitrat 
Zeit woke | ett | +28 | +18 | stem | Cm | 4 mg 
Ammon. Chlorals- Pak tes Chloros Sublimat 
Acetat hydrat form 
12b50’ bis 1610’ 20 17 13 14 10 2 6 
110 , 148 45 60 70 64 49 6 20 
148 . 212 60 61 96 58 57 4 25 
234, 248 60 74 120 51 60 3 38 
315 . 3 30 60 68 136 60 71 4 48 
$57 , 412 60 72 140 60 70 7 60 
515 . 5 82 60 73 146 61 73 20 6S 
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Versuch mit Ammoniumeitrat. 


Die Versuchsbedingungen sind dieselben wie oben, nur wird fiir Natrium- 
itrat Ammoniumcitrat genommen. 





Ammoniumcitrat 


Kons Ammon. 


Zeit 2 2g +1g + lecm 
trotle \-tteat Ammon. Choral- + Tem Chloro- + 2mg 
\cetat hydrat Reston form Sublimet 
{2b50' bis 1h10' 18 15 9 sf) 7 2 5 
[i .° 2 ae 45 72 60 50 60 a 45 
12%, 213 58 9 76 65 66 14 4 
234. 248 58 99 110 68 an 2 70 
$315, 390 61 122 116 96 112 2 SO 
La. 6 60 125 140 102 110 a) 100 
»>15 . 5 32 62 120 142 Lob 120 20) 120 
Natriumcitrat steigert die Wirkung um 15 Proz. Chloralhydrat 


hemmt diese Steigerung. Aceton ist ohne EinfluB; 1 g Chloroform hemmt 
sehr stark. 

Ammoniumcitrat steigert um 100 Proz. Chloralhydrat und Aceton 
Chloroform laBt sie gar nicht aufkommen. 
Zusatz. 


hemmen diese Steigerung. 


Ammoniumcitrat Zusatz hemmen mehr als Natriumcitrat 


Ergebnis. Auf die Entfaltung der Steigerung durch Aminoniumcitrat 
wirken Chloralhydrat und Aceton hemmend, Chloroform dagegen verhindert 
sie ganz. 


Versuch mit Ammoniumacetat. 


50 ¢ Hefe, 250 ¢ Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Fiaschen verteilt. Alle, auBer der Kontrolle, 


> 


erhalten je 2g Ammoniumacetat. 10 Minuten spadter werden die unten ge- 


nannten Zusatze gemacht. 





Ammoniumacetat 





K Ammos 
Zeit — nium: + 1g 0,5 ccm 10 cen 
trolle + OS¢g . . 0,025 g . 
acetat S, Chloral- Chloro- Phenol Gummi 
— hydrat form . arab 
4630’ bis 4655’ 20 16 17 11 10 13 4 
455 . 515 30 i) 60 21 10 16 l 
450 . 459 30 53 »D 46 42 53 0 
630 . 6 37 30 53 52 48 47 53 0 
8 3 . 8 4 30 60 4 53 52 5S 16 
73 . 98 30 61 58 M4 52 59 18 
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Hetfe, 


iiberlassen, 


- 


| "¢ rsuch 


H Zeller: 


mit 


Ammoniumearbonat. 





250 2 Zucker, 5600 @ Wasser werden der zweistiindigen Garun 


dann auf 


Flaschen verteilt. 


Alle, 


auber der Kontroll 





erhalten je 2g Ammoniumearbonat. 10 Minuten spaiter werden die unt« 
genannten Zusitze gemacht. 
Ammoniumcarbonat 
Ammo-s 
Zeit Kon. nium: as lg 0.5 com oan 10 cen 
0 B . u . - u 
trolle carbonat . Chloral Chloros : . Gummi 
Saponin Phenol 
hydrat torm arab 
46530" bis 4655 IS Li 17 1D 1 17 S 
455 > 15 B30 MO 60) a) 1) 28 20) 
yo > 59 0 y2 60 44 42 53 tn! 
6 SO b 54 30 DD WH 48 44 4 4}? 
S$ 3D 8 43 st) bb a | ata) 51 b4 33 
yg 22 9 30 30 66 yO yh) D3} Hid 52 
Ammoniumacetat und -carbonat steigern um etwa 100 Proz. Zusatz 
von Saponin steigert die Triebkraft, hemmt aber spater die Garkraft 


Chloralhydrat hemmt ebenfalls die volle Entfaltung der Garkraft. Eigen 


artigerweise ist die Giftwirkung des Chloroforms mit diesen Ammon 
salzen abgeschwiacht, ebenfalls die Giftwirkung des Phenols. Gummi 
arabicum hemmt beim Ammoniumacetat die Géarung beinahe — voll 
standig, waihrend sie beim Ammoniumearbonat nur wenig unter der Norn 


zurickbleibt. 


Versuch mit Saponin, 


l. 50g Hete, 250 ¢ Zucker, 5600 g Wasser werden der einstiindigen Garung 








iiberlassen. dann auf sieben Flaschen verteilt. Dazu kommen die unter 
genannten Zusatze. 
Saponin 
Zeit Kon: 2g lg ly 1 com 5 
trolle Ammon. Chloral> Chloral- Methyl. Podecse ' — 
no 
Acetat hydrat formam. viol. konz - ox 
1606’ bis 1425’ 20) 52 dy 25 16 14 40) 
2 10 2 26 30 4 50 31 19 28 65 
9 40 2 5d 30 90) At) 30 20 30 69 
3 20 > 36 30 90 28 29 22 32 70 
4 41 4 58 30 93 27 30 24 33 bS 
Am ander. Tage 30 30 25 29 27 31 33 
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2 5S0¢ Hefe, 250¢ Zucker, 5600 g¢ Wasser werden der zweistiindigen 
Garung tiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Jede Flasche erhalt 
0.08 g Saponin Merch 10 Minuten spater werden die unten erwahnten 


Substanzen zugefigt. 





Kon Saponin 

Zeit trolle 1 1 1 
: San -&b - & : z com > ma 50 

ain Ammon. Chloral- Chlorals Methyl- Pi ne ste . - 

Acetat hydrat formam. viol. konz - — 
his’ bis 1bV5 2 rd 97 ph is oy 7 
210 ., 2 2 os LOS 41 3S 27 33 65 
240 . 255 33 Tn) 38 33 27 33 63 
, Ha) , Sh 2 > 64 yy ») ») 24 H3 
44 4 OS a) 61 16 IS IS 2 4 
Am ander. Tage 2 25 1D 11 11 h 20) 


Wird Saponin der in Garung befindlichen Hefe zugesetzt, so ist mu 
eine geringe voriibergehende Steigerung festzustellen. Bei der weiteren 
Garung ist das Saponin bei den Zusaétzen nur insofern von Wirkung, als hier 
dieselbe Hemmung zum Ausdruck kommt, wie beim Saponin allein 


Zu den Versuchen mit Phenol, Totuol, Saponin, Digitonin, Cantha- 
ridin, Tannin ist folgendes zu bemerken: Phenol addiert die Gift 
wirkung des Sublimats und Chloroforms, die steigernde Wirkung des 
\mmonacetats laBt es nicht voll aufkommen. Toluol dagegen hemmt 
mehr in einer Kombination mit Benzol, Chloroform, Schwefelkohlen 
stoff. Saponin steigert die Wirkung des Ammonacetats, entgiftet das 
Chloroform. Auf réntgenbestrahlte Hefe wirkt Digitonin weniger em 
Die Hemmung durch Cantharidin. die sehr stark ist, wird durch Ammon 
scetat ganz aufgehoben. wihrend die anderen Zusiatze ebenfalls hohe 
Beschleunigungen bewirken, besonders Zinkacetat, Calciumchlorid 
Natriumeitrat. Auch das Tannin verhalt sich merkwiirdig: es potenziert 
die Wirkung des Ammonacetats, entgiftet die Wirkung des Chloroforms 
teilweise. 

Die Ergebnisse zeigen. daB die einzelnen Stoffe ganz spezifisch 
wirken, jedes hat einen besonderen Angriffspunkt, gerade das Cantha 
ridin und das Tannin machen das sehr deutlich 


Uber das. Natriumeitrat, Ammoniumcitrat, Ammoniumacetat 
Ammoniumearbonat ist zu sagen da® Chloralhydrat die volle Ent 
wicklung der Steigerung bei allen Substanzen hemmt; Chloroform 
hemmt die Entfaltung der Steigerung bei Natrium- und Ammonium 
citrat, bei Ammoniumacetat und Ammoniumcearbonat kaum, wenn 
auch die etwas héhere Dosis Chloroform bei den ersteren  bertick 


sichtigt wird 
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Versuch mit Sublimat. 
l. 50g Hefe, 250 g Zucker, 5600 g Wasser werden der einstiindigen Garun, 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen gefiillt. Dazu kommen die unter 
genannten Zusitze. 10 Minuten spiter erhalt jede Flasche, abgesehen vor 


der Kontrolle, je 2 mg Sublimat. 





- ! B. 8 por. ‘ . I 6 . lg le 
Zeit Kons NaCl Na-citr RN enaes CaCl, Chloral KJ 
trolle 

Sublimat 
12h05' bis 12b44' 20) 19 20 11 14 1S 9 
1244 , 115 60 79 75 3S 54 45 25 
200 , 215 60 72 56 5S 66 42 23 
235 . 250 60 57 0 80 54 a0 49 
‘sh. 8a 60 D7 DD SS Db 52 DD 
430 . 445 60 60 D7 YS 57 D4 D6 
6 00 6 17 60 60 62 120 DS D4 60 


2. 50g Hefe, 5600 g Wasser, 14 mg Sublimat werden gemischt, kurze Zeit 
darauf 250g Zucker zugefiigt. Nach einstiindiger Garung Verteilung aut 
sieben Flaschen unter Zusatz der oben erwahnten Substanzen. 





Kone Sublimat 
‘ trolle 
ats + Sm + Ig Ie i s. | ‘ +18 tig Ve 
mat NaCl Nascitr. Acotet Ca Cl, Chloral KJ 
12b05' bis 12544’ 10 15 7 10 7 10 4 
1244 , 115 32 75 30 60 48 36 I4 
200 . 215 35 61 30 S6 59 34 28 
230 . 3 40 50 45 90 46 47 42 
315. 8:2 48 DD 5D 96 DO 49 49 
430 , 4 45 D1 Dd a7 106 52 45 45 
600 . 617 D6 60 60 120) 53 60 a6 


Wird Sublimat wie im obigen Versuch als letztes zugesetzt, so lést es 
in Verbindung mit Natriumchlorid oder Natriumcitrat keine Hemmung 
aus, sogar entsteht eine voriibergehende hohe Steigerung; bei den tibrigen 
Salzen kommt es nach Zusatz von Sublimat zu einer Hemmung, bei 
Ammoniumacetat ist sie am stairksten, bei Calcitumchlorid am schwachsten 

Anders ist es, wenn die Zelle erst durch Sublimat vergiftet wird und 
dann die Zusaétze gemacht werden. Wie stark die Hefe durch das Sublimat 
gestért ist, geht aus dem Vergleich der Normalkontrolle mit der Sublimat 
kontrolle hervor. Dureh Natriumchlorid wird diese Giftwirkung sofort 
aufgehoben, Natriumcitrat ist hier ohne Wirkung. Ammoniumacetat 
arbeitet absolut und relativ besser, bringt aber doch nur das Doppelte 
zustande, was die Sublimatkontrolle anzeigt. Calciumchlorid wirkt etwas 
entgiftend ein, waihrend beim Jodkali und Sublimat die Reihenfolge gleich 


giiltig ist. 

Ergebnis. Vorheriger Zusatz von Natriumchlorid und Natriumeitrat 
laBt eine Hemmung durch Sublimat nicht aufkommen, wahrend Calcium 
chlorid, Chloralhydrat, Jodkali, Ammoniumacetat der Reihenfolge nac! 
eine immer starkere Hemmung zeigen. 
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Mit Sublimat vergiftete Hefe wird durch Natriumehlorid schnell ent- 
giftet; Natriumcitrat und Ammoniumacetat sind ohne Wirkung; Calcium 
chlorid hat eine geringe entgiftende Wirkung. 


Versuch mit Arsenik. 
1. 50g Hefe, 250 ¢ Zucker, 5600 g Wasser werden der einstiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. 15 Minuten nach Zusatz der 
unten genannten Substanzen erhalt jede Flasche, mit Ausnahme der ersten, 
30 mg Arsenik. 





> 


, , -8 , > me 
Zeit Kon nek Newer yoy ce bi, ( thlotat Sublimet 
trolle 
Arsenik 
DhOO’ bis 40’ 25 26 27 29 27 20) IS 
602 . 19 60 47 43 62 5S nO 23 
619 , & 60 52 45 70 5d 49 % 
635 . +O 60 5S 52 S5 57 52 32 
650 . 7b’ 60 63 57 96 58 53 35 
(oe 60 63 D6 Loo 59 53 37 
9 . 17 60 60 63 1) D4 49 45 
2. 50g Hefe, 5600 g¢ Wasser werden gemischt. Dazu kommen 210 mg 


geléster Arsenik. Nach 10 Minuten werden 250g Zucker zugefiigt, das 
Ganze wird 1 Stunde der Garung iiberlassen, dann auf sieben Flaschen 
verteilt unter Zusatz der vorigen Substanzen. 








Kem. Arsenik 
2 trolle Io 
_ \ vo + 18 +18 Ammen- _ = + Jog 
rsenik NaCl Citrat on CaCl, Chloral Sublimat 
cetat 
5h’ bis 40" 11 13 15 15 1S 9 
602 . 19 20) 25 42 35 LS 15 
619 . 35 29 27 aH 45 pa) 15 
635 . 50 40 > 67 48 35 Is 
6 50 ba Thod’ 44 5 Sv aa) 3S 22 
705.-.. 20 47 D7 50 S87 50 42 25 
9 00 17 48 5D « 60 100 49 45 40 


Durch Zusatz von Arsenik zu Ammoniumacetat leidet die durch 
letzteres bedingte Garsteigerung der Hefe. Sublimat Arsenik addieren 
sich in ihrer Wirkung. Bei den iibrigen ist nur die durch Arsenikzusatz 
bedingte Hemmung vorhanden. 

Arsenikvergiftete Hefe erholt sich schneller bei Zusatz von Natrium 
chlorid, Ammoniumacetat oder Calcitumchlorid. Bei den iibrigen ist kein 
nennenswerter Unterschied zum obigen Versuch zu bemerken. 

Zusatz von Arsenik hemmt die volle Entwicklung der Garsteigerung 
durch Ammoniumacetat. Sublimat Arsenik addieren sich in ihrer Wirkung 
Arsenikvergiftete Hefe erholt sich schneller nach Zusatz von Natriumchlorid, 


Ammoniumacetat. 
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Versuch 


mit Chlorath ydrat. 





l. 50g Hefe, 250 g Zucker, 5600 g Wasser werden der einstiindigen Garw 


iiberlassen, 


genannten Zusatze. 


dann auf sieben 


Flaschen verteilt. 


je lg Chloralhydrat. 


Dazu 


kommen lie 


unter 


Gleich darauf erhalt jede Flasche auBer der Kontroll 











Io 
lg Tg wa . 2 -8 2 mg 
Zeit Kon. NaCl Nascitr a cetat CaCl, A ceton Sublimat 
trolle 
+ Chloralbydrat 
DOD’ bis 6h15’ 40 4? 30 76 72 433 pa) 
615 . 6 36 40 YS 13 is 46 i) 2 
6 356 6 50 40 99 18) St) 4h B37 i) 
650 . 703 40 30 26 SS 45 39 24 
7 15 7 28 40) 31 28 72 40) 41 M) 
7 23 7 40 40 D a) it 4) 41) ) 
9 20 9 35 40 36 a) 7s 40) 44) 
(mm ander. Tage 40) 4) 40) OS 47 40) 42 
2. 50g Hefe, 7 g Chlorhydrat werden gemischt, kurze Zeit darauf werder 
250g Zucker zugefiigt und 1 Stunde der Gérung iiberlassen; dann aui 
sieben Flaschen verteilt unter Zusatz der oben erwaihnten Substanzen 
Kon: Chloralb ydrat 
trolle 
Zeit + 1 2y _ ; 
Chloral- rig rig — 2 2g 2mg 
my Na Cl Nas-citr —— CaCl Aceton Sublimat 
5DhOD' bis 6615’ 46 40 16 1065 60 7 27 
615 . 6 36 3S 7 1) Oy 47 ds 2° 
6 36 . 6 50 38 7 17 4 $5 Gy 27 
650 . 708 38 40 SD 87 40 a) 32 
(ese . 72 6 38 33 8) 9 D> 32 
7 28 7 40 38 40 5) 76 40) ss 33 
9 20 Q 35 34 i) 34 7D 40) +7 32 
Am ander. Tage 40) 38 33 62 41) 38 43 

Wird Chloralhydrat zu Natriumehlorid oder Natriumcitrat zugesetzt, 
so entsteht eine dauernde Hemmung, wird es zu Calciumechlorid zugesetzt, 
so entsteht eine voriibergehende Steigerung. Sublimat Chloralhydrat 
ergibt eine mabige voriibergehende Hemmung. 

Mit Chloralhydrat versetzte Hefe zeigt auf Zusatz von Natriumehlorid 
keine Anderung, wohl aber eine mittlere Hemmung auf Zusatz von Natrium 
citrat. Ammoniumacetat steigert und beschleunigt seine Wirkung; ebenfall 
Caleitumehlorid zeigt zu Beginn eine erhéhte Wirkune. 
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l'é rsuch mit Pe pton Witte " 





|. 50 g@ Hefe, 250 ¢g Zucker, 5600 g Wasser werden der einstiindigen CGarung 


iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. 


Dazu 


kommen die unten 


genannten Zusiétze. 15 Minuten spater erhalt jede Flasche, abgesehen von 


der Kontrolle, je 1,5 g¢ Pepton. 





lg lg 2g Ammon.- lg lg 2 mg 
, Kons Natl Na Citrat Acetat CaCl, Chlioral Sublimat 
Zeit . : 
trolle 
Pepton 
1Oh25' his 11h18' 3) 60 4h 6S y i) 1% 
11 40 11 55 35 70) (2 MW 70 ‘3 10) 
11 + . 12 10 35 66 63 OS 6b 34 10 
12 2 12 38 a) 62 ho 4D 61 4 10) 
12 3S 12 49 ? V7 aS S82 57 2 10) 
2s si 7) 4) 9D 67 52 st) 11 
2 15 Dh a) 41) yi DD 47 27 1 
, ‘A) st) a) BD th DO) 4 I I l 


”» S0Og Hefe, 5600 ¢ Wasser, 10.5 ¢ 


Witte-Pepton werden gemischt, nach 


1) Minuten werden 250 ¢ Zucker zugefiihrt, das ganze dann | Stunde der 





(arung tiberlassen, hierauf gleichmaBig verteilt unter Zusatz der oben 
erwahnten Substanzen. 
Kons Pepton 
Zeit trolle 
: ate lg +1lg +2gAmmon-s + 1g lg 2 mg 
Pepton NaCl Citrat Acetat CaCl, Chloral Sublimat 
102)’ bis 11618 105 125 100 sO 7H 7 my 
Tt =i ° 70 G4 SS 104 SO) yt) 4] 
11 55 12 10 65 S4 S4 100 76 4 $2 
2 25 12 38 DD 70 78 % 74 4} 4] 
12 38 12 49 ) 66 72 a0 02 41 1) 
1 2S 1 37 Bo 4 y? 60) HS 7 Bed > 
> 15 2 27 27 45 5D 60 52 ny 7 
, 0 , 3n ® 40) ) 45 yO IS 1) 


Beim oberen Versuch steigert Peptonzusatz zu Beginn und in der Mitte 
Caleiumchlorid und 


des Versuchs die Wirkung von 


Ammoniumacetat, dagegen 
ger 


hemmt 


Natriumchlorid, 


Chloral 


Sublimat wirkt mit Pepton doppelt so giftig. 


jegliche 


Peptonwirkung ; 


Wird Pepton der Hefe zu Beginn zugesetzt, so wird dadurch die Trieb 
und Garkraft der Hefe gesteigert, weiterer Zusatz von Kochsalz, Natrium- 
eitrat und Caleiumchlorid erhéht die Wirkung der Garkraft; Zusatz von 


Ammonacetat laBt nicht ganz die doppelte Steigerung aufkommen 
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Chloral 
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kann bei nachherigem Zusatz nur noch die halbe hemmende Wirkw 
austiben, auch Sublimat wird durch Pepton teilweise entgiftet. 

Werden die Hauptergebnisse der Versuche mit Sublimat, Arseni! 
Chioral, Pepton- Witte zusammengefaBt, so ergibt sich folgendes : 

Sublimat iibt. nachtriglich den Zusiatzen beigegeben, die sonst 
ungefihr 30 Proz. betragende Hemmung nicht aus, auber bei Ammonium 
acetat und Jodkali. 

Arsenik iibt, nachtraglich den Zusiitzen beigegeben, die sonst 
ungefahr 30 Proz. betragende Hemmung nicht aus, abgesehen von 
Sublimat und Ammonacetat. 

Chloral iibt. nachtraglich den Zusitzen beigegeben, obgleich allein 
ohne Wirkung, eine Hemmung von 25 bis 50 Proz. aus, abgesehen 
von Ammonacetat und Aceton. 

Pepton-Witte iibt, nachtraglich den Zusitzen beigegeben, di: 
sonst etwa LOO Proz. betragende Steigerung nicht aus bei Chloral und 
Sublimat. Bei letzterem macht sich eher eine auBerordentliche Hemmung 
bemerkbar. 

Werden die Resultate der Umkehrungen kurz zusammengefabt 
so liBt sich folgendes sagen: Pepton + Sublimat arbeitet dauernd 
dreimal besser als Sublimat Pepton. Natriumcitrat +- Sublimat 
arbeitet zu Beginn zweimal besser als Sublimat —- Natriumcitrat 
Sublimat -+ Ammonacetat arbeitet zu Beginn zweimal besser als 
Ammonacetat -} Sublimat. Natriumchlorid -- Arsenik arbeitet zu 
Beginn 11'mal besser als Arsenik -} Natriumchlorid. Natriumcitrat 

Arsenik arbeitet zu Beginn 1!.mal besser als Arsenik -- Natrium 
citrat. Chloral Ammonecetat arbeitet zu Beginn 1!.mal_ besser 
als Ammonacetat + Chloral. 

Werden noch die Hauptergebnisse der anderen Versuche zu 
sammengefaBt, so ergibt sich folgendes: 

Phenol addiert die Giftwirkung von Sublimat, Benzoesiure 
Chloroform 

Toluol, Benzol, Chloroform, Schwefelkohlenstofi, Benzoesaur 
addieren sich in ihrer Wirkung. 

Saponin und Tannin entgiften teilweise das Chloroform. 

Cantharidin hemmt sehr stark ; diese Hemmung wird durch Ammon 
acetat ganz beseitigt, teilweise durch Zinkacetat, Calciumchlorid 


Natriumcitrat. 


Die ganzen Ergebnisse sind aber so mannigfaltig, daB sie sich 
ohne Zwang nicht auf eine einfache Formel bringen lassen. Eine weitere 
Klarung fand sich bis jetzt in Verfolgung der in der letzten Arbeit 
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entwickelten Richtlinien. Dazu wird mir eines immer klarer: Es liegen 
hier nicht einfache Salzwirkungen, verbunden mit einer AufschlieBung 
der Lipoidhiille vor, wie die Boassche Theorie besagt. Es gibt iiberhaupt 
sehr wenig Mittel, die die Hefezellen direkt beeinflussen kénnen, ohne 
dabei grobmechanisch zu wirken. Bei diesen Versuchen fiihren die 
Ergebnisse mit den Ammonsalzen zu einem tieferen Verstandnis ihrer 
Wirkungsweise. Im ganzen laBt sich sagen, daB es auf diesem Wege 
méglich ist, etwas tiefer in die Chemie der Zelle eimzudringen. 


Literatur. 
Boas, diese Zeitschr. 117, 166, 1921; 129, 144, 1922; 176, 349, 1926 
Lundberg, Zeitschr. tf. Garungsphysiol. 2, 223, 1913. Neuberg, diese Zeit- 
schrift 121, 220, 1921; 126, 153, 1921/22. Neuberg und Kobel, ebendaselbst 


174, 490, 1926. 








Beitrag zur Physiologie iiberlebender Siugetierherzen. 


I. Mitteilung: 


Eine Modifikation des Loeke-Rosenheimschen Apparats. 


Von 


Zoltan Aszédi und Georg Ambrus. 


Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 


Budapest.) 
(Eingegangen am 27. Januar 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Kine ganze Reihe von Versuchen, die in unserem Institut von 192% 
bis 1925 zur Bestimmung des Zuckerverbrauchs tiberlebender Saugetier 
herzen am Locke-Rosenheimschen Apparat ausgefiihrt wurden, und 
die an einer anderen Stelle mitgeteilt werden sollen, haben den iiber 
zeugenden Beweis erbracht, daB der genannte Apparat mit so manchen 
Mangeln behaftet ist, die sich in den Versuchsergebnissen entsprechend 
fiihlbar machen. Diese Mangel bewirken einerseits, daB die Speisung 
des Herzens keine geniigende ist, daher es unter nichts weniger als 
physiologischen Verhaltnissen arbeitet, andererseits, daB bei der Hand 
habung des Apparats Schwierigkeiten technischer Art erwachsen 
Médngel ersterer Art sind: Ivie Speisefliissigkeit nimmt wohl in der 
Spirale, die sie durchlauft, die Temperatur des Wasserbads an, in das 
die Spirale versenkt ist. doch kiihlt sie auf dem langen Wege bis zum 
Herzen um so starker ab, je langsamer sie in das Herz einstrémt. Unter 
den Bedingungen, die im Locke- und Rosenheimschen Apparat gegeben 
sind, tritt die Speisefliissigkeit unter einem Drucke von 44mm Hg in 
die Coronarien ein, was nicht nur von den physiologischen abweichende 
Verhaltnisse, sondern auch zur Folge hat, daB dem Herzen zu wenig 


Fliissigkeit, namentlich aber zu wenig darin geléster Sauerstoff zu 
gefiihrt wird. Technische Mdngel sind: Um die Speisefliissigkeit im 
Apparat von der urspriinglichen Dimension in ununterbrochener 
Zirkulation zu erhalten, werden 400 ccm Fliissigkeit bendtigt, und ist 
es klar, daB es einen verhaltnismaBig groBen Zuckerverbrauchs bedarf 
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lamit die gewéhnlich verwendete Anfangszuckerkonzentration von 
0.1 bis 0,2 Proz. einigermaBen erheblich abnehme; eine Vorbedingung 
verlaBlicher Versuchsergebnisse. An keinem der ahnlich konstrwerten 
\pparate ist das stellenweise Auftreten von Gasblasen zu vermeiden 
die einerseits die normale Strémung der Fliissigkeit verhindern. anderet 
seits zu Herzembolien fiihren kénnen; die Entfernung der Gasblasen 
ist aber an manchen Stellen des urspriinglichen Apparats unmdglich 
an anderen Stellen sehr erschwert. Die Dimensionen des Apparats 
sowie die zahlreichen Gummischlauchverbindungen erschweren einerseits 
die vorangehende Sterilisierung der Glasteile, andererseits auch den 
etwa wihrend der Versuchsdauer erwiinschten Wechsel der Speise 
flissigkeit. Endlich fiihrt die an ahnlich konstruierten Apparaten 
eigentlich nie zu vermeidende Schaumbildung beim urspriinglichen 
Locke- und Rosenheimschen Apparat dadurch zu erheblichen Verlusten, 
daB der Schaum alsbald den ganzen oberen Fliissigkeitsbehalter erfiillt, 
ja iiber seinen Rand quillt 


Alle diese Miangel sind in der nachstehend beschriebenen und 
abgebildeten Modifikation des Locke- und Rosenheimschen Apparats 
vanzlich bzw. gréBtenteils dadurch behoben, daB a) die Spirale, in der 
die Speisefliissigkeit erwarmt wird, und die Herzglocke sich im selben 
temperierten Raume befindet: b) eine ununterbrochent Zirkulation 
uch bei Verwendung von bloB 125 cem Fliissigkeit médglich ist; c) clie 
Fliissigkeit unter emem iibrigens beliebig zu aindernden Druck 
von 110 mm Hg in die Coronarien einstrémt; d) das Herz reichlich mit 
Speisefliissigkeit — bzw. mit darin geléstem Sauerstoff versehen 
wird (was bei den neu eingerichteten Versuchen daran zu ersehen ist 
daB die Fliissigkeit nicht tropfenweise, sondern in kriftigem Strahle 
vom Herzen ausgespritzt wird; natiirlich nur so lange, bis nicht die auch 
von anderen Autoren beobachtete, zuweilen sehr bald, oft aber erst 
Stunden spiter eintretende Verengerung der Herzgefibe nur mehr 
einen tropfenweisen Durchtritt der Speisefliissigkeit: gestattet); e) die 
an kritischen Stellen auftauchenden Gasblasen zu jeder Zeit leicht 
entfernt werden kénnen; f) ein Wechsel der Speisefliissigkeit ohne 
Schwierigkeiten vorgenommen werden kann; g) der Apparat leicht 
auseinanderzunehmen und wieder zusammenzustellen und auch leicht 
sterilisierbar ist ; und endlich, daB h) die schadlichen Folgen der Schaum 
bildung nach Méglichkeit behoben sind 


A. Der modifizierte Apparat. 


Die wichtigsten Bestandteile des modifizierten Apparats (s. Abb. 1) 
sind die folgenden 


Wanne W. die als Thermostat dient; die mit der weiten Miindung nach 
oben gerichtete Glocke G, in der das Herz an einer Kaniile aufgebunden fre 
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hangt; der Behdlter B, der die Speisefliissigkeit enthalt; das zylindrische 
GetaB P, das zur Probenahme dient; das Schlangenrohr Sch, in der dic 
Speisefliissigkeit entsprechend erwirmt wird; das zylindrische GefaB 7 mit 
dem Thermometer Th,, an dem die Temperatur der in das Herz einstrémen- 




























































































den Fliissigkeit abgelesen wird; das Abstromrohr A, durch das die Speise- 
fliissigkeit in den Behalter zuriickstrémt; der Kolben K, in dem sich der 
gebildete Schaum ansammelt; die Luerspritze L, die im Verein mit einem 
elektrischen Motor und einer von diesem in rotierender Bewegung erhaltenen 
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Scheibe als Saug- und Druckpumpe wirkt, das Maximumventil .WV,, durch 
das der Druck, mit dem die Speisefliissigkeit in das Herz einstrémt, auf 
konstanter Héhe erhalten wird, und das Hg-Manometer ./,, an dem dieser 
Druck abgelesen wird. 

Die vordere und hintere Wand der 48 em hohen, 26cm breiten und 
22 em tiefen Wanne W sind aus Glas, Seitenwinde und Boden aus ver- 
zinktem Ejisenblech angefertigt und an der nach innen gekehrten Ober- 
flache mit weiBer Olfarbe angestrichen. Thre Decke besteht aus zwei Teilen, 
‘ie an korrespondierenden Stellen halbkreisférmige Ausschnitte tragen, 
und, zusammengefiigt, Glasréhrenleitungen, Thermometer, Thermo 
regulator usw. durchtreten lassen. Die Wanne ist etwa zur Halfte mit 
Wasser angefillt, das mittels einer kleinen Gasflamme und eines ein- 
veschalteten Hg-Thermoregulators auf der standigen Temperatur von 
40° C gehalten wird. Dadurch, daB die Verlangerung des Schlangenrohrs Sch, 
ehe sie an das Zylinderrohr T herantritt, und auch 7 selbst aus dem 40griid. 
Wasser herausragen, dabei sich aber innerhalb des Thermostaten bzw. in 
der durch das Wasser erwarmten Luft befinden, wird bewirkt, daB die 
Speisefliissigkeit, solange sie mit der normalen Geschwindigkeit kreist, mit 
der angendhert konstanten Temperatur von — 38,5° C in das Herz eintritt. 
Diese Temperatur sinkt nur, wenn die Kreislaufgeschwindigkeit infolge der 
Verengerung der Coronarien abnimmt, ab. Die linke Seitenwand tragt eine 
10 12cm groBe viereckige Offnung, die knapp oberhalb des Wasser- 
niveaus angebracht ist, mit einer Schiebeplatte verschlossen werden kann 
und zum Einfiihren des Herzens in die Herzglocke dient. Die Menge des 
Wassers in der Wanne ist so bemessen, daB das Schlangenréhr, durch das 
die Speiselfliissigkeit erwirmt wird, ganz, die Herzglocke aber bis nahe 
zu ihrem oberen Rande vom Wasser bedeckt sei. Am Boden der Wanne 
ruht ein (in der Zeichnung nur durch seine FiiBe angedeutetes) Messinggestell 
auf; auf dieses sind an geeigneten Stellen rinnenférmig gebogene Stiicke aus 
federndem Messingblech aufgelétet, die zur Aufnahme und Fixierung der 
unter Wasser versenkten glisernen Bestandteile des Apparats dienen. Die 
aus dem Wasser herausragenden Teile des Apparats werden durch Klemmen 
an einem Stativ festgehalten, das an den oberen Rand der Wanne ge- 
schraubt ist. 

Herzglocke G und das Rohr J fiir die abstrémende Flissigkeit einersei's, 
sowie Schlangenrohr Sch und deren zwei aufwiirts§ gerichtete Ver- 
langerungen andererseits bilden je ein Stitick. 

Die Herzglocke G hat an ihrer oben weiten Miindung eine lichte Weite 
von 5 em, etwas weiter unten eine solche von 6 cm; ihre Miindung ist durch 
einen doppelt durchbohrten Gummistopfen verschlossen. Durch die eine 
Bohrung ist die Kaniile gesteckt, auf die das Herz bei der Aorta aufgebunden 
ist, und welche Kaniile durch einen kurzen Gummischlauch mit dem unteren 
Ende des Zylindergefi®Bes T verbunden wird; durch die andere Bohrung 
tritt eine kleine, an beiden Enden offene Glasréhre a, durch die verhindert 
wird, daB im Glockeninnern infolge der Aspiration der in der Glocke sich 
ansammelnden Speisefliissigkeit ein negativer Druck entstehe. An dem 
Zvlinderrohr 7 sind zwei Réhren seitlich angebracht; die eine ist durch 
ein kurzes Gummischlauchstiick mit der aufwarts gerichteten Verlangerung 
des Schlangenrohres Sch verbunden, iiber die andere 6 ist ein Stiick Gummi- 
schlauch gezogen, der mit einem Quetschhahn verschlossen ist. Der ver- 
jiingte untere Teil des ZylindergefaiBes T ist mit einem Glashahn c versehen ; 
seine obere weite Miindung ist mit einem Gummistopfen verschlossen, 














412 Z. Aszodi u. G. Ambrus: 


durch den ein in 0,05° geteiltes Thermometer 7), gesteckt ist. Die nach 
links gelegene Verlingerung des Schlangenrohres Sch ist durch ein kurzes 
Gummischlauchstiick mit dem verjiingten Ende des Zylinderrohres P 
verbunden. Dieses tragt seitlich ein dickwandiges, mit einem Glashahn d 
verschlieBbares Kapillarrohr, das zur Probenahme am Ende einer Versuchs- 
periode dient; sowie ein kurzes Ansatzrohr e mit Gummischlauch und 
Quetschhahn, der ebenso wie das oben beschriebene zum Ablassen von 
Luft dient. Die obere Miindung dieses Zylinderrohres P ist mit einem 
Gummistopfen verschlossen, durch dessen Bohrung das verjiingte, mit einem 
Glashahn / verschlieBbare Ende des Behilters £2 tritt. Dieser Behalrter 
wird durch ein Zylinderrohr gebildet und enthaélt die Speisefliissigkeit. 
Sein Fassungsraum ist 250 cem, es ist 15 em hoch, hat eine lichte Weite von 
5em und tragt an der Vorderflache eine aufgeatzte Teilung von 5 zu 5 cem. 
Stellt man die weiter unten beschriebene Saug- und Druckpumpe ab, 
durch die die Speisefliissigkeit von der Herzglocke her in den Behalter 
zuriickbeférdert wird, so laBt sich an dieser Teilung das Fliissigkeitsvolumien 
ablesen, das in der Zeiteinheit aus dem Behalter schwindet bzw. durch die 
Coronarien strémt. Die obere Miindung des Behalters ist mit einem dreifach 
durechbohrten Gummistopfen verschlossen. Durch die eine Bohrung tritt 
das nach oben verlangerte Abstromrohr A, durch das die aus der Herzglocke 
aspirierte Speisefliissigkeit in den Behialter zuriickflieBt. Durch die beiden 
anderen Bohrungen ist je eine Glasréhre g und / gesteckt, die mit den 
oberen Enden durch zwei korrespondierende Bohrungen eines anderen 
CGummistopfens treten. Dieser zweite Gummistopfen verschlieBt die nach 
unten gekehrte Miindung eines etwa 2 Liter fassenden umgestiilpten 
Kolbens A, der dem von Ernst urd Szappan yos') vorgeschlagenen Schaum 
fanger nachgebildet und in dieser Stellung an dem erwahnten Stativ befestizt 
ist. Réhre g endet unten knapp tiber dem Boden des Behialters, oben knapp 
liber dem Gummistopfen des Kolbens, Réhre / aber einige Millimeter wniter- 
halb des unteren und einige Millimeter oberhalb des oberen Gummistopfens. 
Der im Behalter namentlich zu Beginn des Versuchs sich ansammelnde 
Schaum tritt bei Réhre # in den Kolben iiber und wird dort weit hinaut- 
getrieben: verfliissigte Anteile des Schaumes flieBen aber bei Rohr gq wiede 
in den Behalter zuriick. Der Stopfen, der den umgestiilpten Kolben ver 
schlieBt, tragt auch eine dritte Bohrung; durch diese ist eine Glasréhré 
vesteckt, die mit dem einen Ende hoch hinauf bis knapp unter den Boden 
des umgestiilpten Kolbens hinanreicht, mit dem anderen Ende aber mut 
dem Schaft eines T-Rohres verbunden ist; der eine Schenkel des T-Rolires 
steht mit emem Hg-Maximumventil WV,, der andere mit einem Hg-Mano- 
meter M/, in Verbindung. In das Abstromrohr 4, das die in der Herzglocke 
angesamimelte Speisefliissigkeit zu dem Behalter zuriickfthrt, ist knapp 
oberhalb der Wanne ein T-Rohr |! eingeschaltet, dessen Schaft mit einer 
Saug- und Druckpumpe in Verbindung steht, dessen beide Schenkel aber 
je ein sorgsam eingeschliffenes glasernes Ventil enthalten. 

Die Saug- und Druckpumpe wird durch eine 10 cem fassende Luer- 
spritze L gebildet, deren genau eingeschliffener metallischer Pumpenstiete! 
durch ein doppeltes Armgelenk hin- und riicklaufig bewegt wird, und zwar 
von einer Scheibe aus, die durch einen elektrischen Motor in rotierender 
Bewegung erhalten ist. In der einen Phase wird von der Pumpe eine Saug- 
wirkung ausgeiibt: dann schlieBt das obere Ventil den Zugang nach oben, 


1) Z. Ernst und B. Szappanyos, diese Zeitschr. 157, 18, 1925. 
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das untere Ventil aber gestattet den Durchgang von unten her, so dab die 
Speisefliissigkeit von der Herzglocke her aspiriert wird; in der nachsten 
Phase ubt die Pumpe eine Druckwirkung aus: das untere Ventil sperrt 
den Durchgang nach unten, gestattet hingegen, dai die Speisefliissigkeit 
nach oben gegen den Behalter zu ausweiche. 

Etwas weiter oberhalb ist in das Abstromrohr seitlich eine Glasréhre f 
eingeschmolzen, die mit dem duBeren weiteren Ende an eine Sauerstoff- 
druckflasche O, (mit dazwischengeschaltetem Blasenzihler) verbunden 
ist, wahrend ihr diinn ausgezogenes anderes Ende frei im Lumen des Ab- 
stromrohres emporragt. Durch den Sauerstoff, der durch die emporgehobene 
Speisefliissigkeit perlt, wird diese gesattigt, andererseits aber auch der Druck 
vermehrt, mit dem die Fliissigkeit in die Coronarien einstrémt. Ein Druck 
von etwa 30mm Hg wird namlich bereits durch den Héhenunterschied 
zwischen dem Fliissigkeitsniveau im Behalter und den tiefer gelegenen 
Coronarien erzeugt. Hierzu kommt der Druck, der von einstrOmendem 
Sauerstoff auf die Oberflache der Fliissigkeit in dem Behalter ausgeiilbt 
wird, und dank dem Maximumventil auf der angenahert konstanten Holh« 
von SO mm Hg gehalten wird. Auf diese Weise ergibt sich ein standiget 
Druck von 110mm Hg, mit dem die Speisefliissigkeit in die Coronarien 
eintritt. 

Die Dimensionen des Behalters B und der Herzglocke G sind 
oben bereits angegeben. Das Proberohr 7? und das Rohr 7 hat am 
iberen weiteren Teil eine lichte Weite von 19 bis 20 mm,!/die unteren 
ausgezogenen Teile dieser beiden, desgleichen auch Schlangenrohr Sci. 
\bstromrohr A, sowie alle anderen den Apparat bildenden GClasréhre: 
tiicke eine solehe von 5 bis 6 mm. 


B. Ausfiihbrung der Versuche. 

Von den Einzelheiten der Versuchstechnik seien hier selbstredend 
nur diejenigen angefiihrt. die von der allgemein bekannten und ge 
iibten mehr oder minder abweichen, und denen es nebst der .\us 
merzung der dem urspriinglichen Apparat innewohnenden Fehlet 
zu verdanken ist. daB unsere Ergebnisse von denen friitherer Autoren 
meistens erheblich abweichen und, wie wir meinen, besser sind 
ils jene 

Reinwaschen der Herzge fa pe und Befestiqung der Kaniile am Aorten 
stump{. Eine der Hauptbedingungen, von denen das Gelingen cet 
Versuche an iiberlebenden Herzen abhingt, ist, daB die Blutgefabs 
von Blut méglichst freigewaschen seien. Dies wird am besten wie folgt 
erreicht. Noch wihrend das Blut des mit Ather narkotisierten Tieres 
der in die Carotis eingebundenen Kaniile entstrémt, wird mit Infusion 


kérperwarmer Tyrodelésung durch eme in die Vena jug. ext. ein 
gebundene Kaniile unter einem Druck von 80mm Hg begonnen und 
damit so lange fortgesetzt, bis der Carotis eine nunmehr heinahe un 
gefirbte Fliissigkeit entstrémt. Die Tyrodelésung wird vorangehend 
durch 2 Stunden langes Durchstrémen mit Sauerstoff gesattigt und 
dadurch auf Kérpertemperatur erhalten, daB die ungefihr 2'. Liter 
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fassende Flasche (Abb. 2), die sie enthalt, in ein Wasserbad von etwa 
38° C versenkt ist. Die Miindung der Flasche F/ ist durch einen dreifach 
durchbohrten Gummistopfen verschlossen. Durch die eine Bohrung 
ist ein Thermometer Th, gesteckt, durch die zweite Bohrung tritt dic 
tOhre /, die knapp unter dem Gummistopfen in der Flasche F/ endet 
und mit einer Sauerstoffdruckflasche in Verbindung steht: durch die 

















Abb. 2 





dritte Bohrung tritt aber Réhre m. die knapp iiber dem Boden der 
Flasche Fi endet und mit einem Gummischlauch verlingert der 
Jugularis die erwarmte Tyrodelésung zufiihrt. Zwischen Réhre / und der 
Sauerstoffdruckflasche ist das mit Hg beschickte Maximumventil MJ, 
sowie das Hg-Manometer /, eingeschaltet. Am Hunde werden in der 
Regel etwa 2!., an der Katze 1, an Kaninchen etwa 3), Liter Wasch 
fliissigkeit benétigt, bis sie beinahe ungefairbt ablauft. 


Nun wird das Herz in der bekannten Weise bloBgelegt, in die 
unmittelbar unter dem Truncus anonymus angeschnittene Aorta eine 
Glaskaniile eingebunden, die in der Bohrung des aus der Miindung der 
Herzglocke genommenen Gummistopfens steckt. Uber die weite 
Miindung der Kaniile ist ein kurzer, mit einer Schraubenklemme ver- 
sehener Gummischlauch zezogen. Hat man die Kaniile vorangehend 
vom weiteren Ende her mit Tyrodelésung gefiillt und die Schrauben- 
klemme zugezogen, so bleibt die Fliissigkeit in der Kaniile stehen 
und kann letztere im gefiillten Zustande in die Aorta eingebunden 
werden, was zur Verhiitung einer Luftembolie der HerzgefiBe durch- 
aus ndétig ist. 

Da das Reinwaschen der HerzgefaBe von der Jugularis aus nie 
vollstindig gelingt, werden in bekannter Weise die in den Herzhéhlen 
verbliebenen Blutreste durch vorsichtiges Massieren des Herzens 
herausbeférdert, Blutreste aber, die im Aortenstumpf zuriickgeblieben 
sind. wie ebenfalls bereits von anderer Seite vorgeschlagen. durch einen 


Strahl von Tyrodelisung herausgeschwemmt, der einer etwa 20cm 
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langen, diimnen, bis zu den Semilunarklappen eingegefiihrten Metall- 
kaniile entstrémt. 


Vollstandig blutfrei wird das Herz auf folgende Weise gemacht 
Wir lésen das Herz mit einem Scherenschlag von der Umgebung vollends 
los, verbinden die Kaniile an ihrem freien Ende mit der verlangerten 
Réhre m der Waschvorrichtung und lassen unter einem Drucke von 
0mm Hg so lange Tyrodelésung durchstrémen, bis die Fliissigkeit 
nunmehr vollstandig farblos abliuft (was in der Regel nach etwa 
8 Minuten der Fall ist). Inzwischen hat sich das Herz. das bei det 
Herausnahme aus dem Brustkorb nur mehr schwach pulsierte, zu- 
sehends erholt, so daB es, sich kraftig kontrahierend, die Speisefliissigkeit 
im Strahle aus sich stéBt 


Kinfiillung der Speisefliissigkeit in den Apparat. Wahrend dieser 
Manipulationen wird von der Assistenz der Apparat auf folgende Weise 
mit der Speisefliissigkeit beschickt. Je nach der GrébBe des Herzens 
das zur Untersuchung gelangt, 14Bt man durch einen Trichter 100 
bis 150 cem der Lésung in die Herzglocke @ einflieBen und sie bei ge 
schlossenem Glashahn / durch die Saug- und Druckpumpe in dem Be 
hilter emportreiben. Offnet man nun bei abgestelltem Motor den Glas 
hahn /, so strémt die Fliissigkeit abwarts, fiillt nicht nur das Schlangen 
rohr und dessen beide Schenkel, sondern auch das zylindrische GefaB 7’, 
wobei allerdings unter dem Stopfen ein mit Luft gefiillter Raum zuriick 
bleibt. Sie wird von hier durch vorsichtiges Lockern des Quetsch- 
hahns bei C vertrieben und damit erreicht, daB der Hg-Behalter des 
Thermometers Th vollkommen von der Lésung umspiilt wird. In /? 
wird das Fliissigkeitsniveau nach demselben Prinzip durch Lockern 
des Quetschhahns bei ¢ eingestellt, wobei es zweckmibig ist, zwischen 
Fliissigkeitsoberfliche und dem ausgezogenen Ende des Behilters B 
einen kleinen Zwischenraum zu belassen, da auf diese Weise die Ge 
schwindigkeit kontrolliert werden kann, mit der die Lésung gegen das 
Herz strémt. l'nerladflich isi es, dafiir zu sorgen, dap die Fliissigkeits 
siule nirgends Lufthlasen enthalte, die zur Embolie und zum Herzstillstand 
fiihren kinnen. 


Einschaltung des Herzens in den Kreislauf. Das inzwischen rein 
gewaschene Herz wird nun mitsamt der im Gummistopfen steckenden 
Kaniile, dem dariiber gezogenen Gummischlauch und der Schrauben 
klemme beim seitlichen Fenster der Wanne in dessen Innenraum 


gebracht. in die Glocke G eingesetzt, der Gummischlauch bei gelockerte: 
Schraubenklemme mit dem in die Glocke ragenden Ende von 7 ver 
bunden, Glashahn ¢ geéffnet, die in die Kaniile oder in den Schlauch 
gelangte Luft mit den Fingern nach oben gestreift. Offnet man jetzt 
den Glashahn / und bringt die Saug- und Druckpumpe in Gang, se 
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ist die Zirkulation durch HerzgefiBe und Apparat hergestellt. Bei 
einiger Ubung erheischt das Aussetzen des Herzens bis zum Beginn 
des eigentlichen Versuchs nicht mehr als 20 bis 30 Sekunden. 
Wechsel der Speisefliissigkeit. Um den Zuckerverbrauch des Herzens 
bzw. auch andere gleichzeitig stattfindende Umsetzungen in ihrem 
zeitlichen Verlauf verfolgen zu kénnen, fiihren wir prinzipiell alle 
Versuche in mehreren Perioden aus und miissen aus diesem Grunde 
am Ende jeder Periode die Speisefliissigkeit wechseln. Dies geschieht 
wie folgt. Nachdem die Saug- und Druckpumpe abgestellt und bei 
der AblaBéffnung d eine entsprechende Menge der Fliissigkeit ent- 
nommen wurde, wird Glashahn ¢ und / gesperrt, die Schraubenklemme 
an dem iiber die Kaniile gezogenen Gummischlauch aufgedreht und der 
Gummischlauch mitsamt der Kaniile und dem Herzen vom ausgezogenen 
Ende des Zylinderrohres 7 heruntergestreift, an die Waschvorrichtung 
geschlossen und das Herz wie vor Beginn des Versuchs mit der kérpet 
warmen Tyrodelésung durchstrémt, und zwar so lange, bis inzwischen 
die verbrauchte Lésung im Apparat durch eine neue ersetzt ist. Zu 
letzterem Behufe wird tiber das untere Ende von 7, von wo wir soeben 
den Gummischlauch mit der Kaniile und dem Herzen herabgestreift 
haben, ein lingerer Gummischlauch gezogen, dessen freies Ende, beim 
Seitenfenster der Wanne herausgefiihrt, in einen MeBzylinder hinein 
hingt, Glashihne ¢« und / werden geéffnet, die Saug- und Druck 
pumpe wird in Gang gesetzt, hierdurch der weitaus gréBte Teil cde: 
Speisefliissigkeit in den MeBzylinder geschleudert und sein Volumen 
daselbst abgelesen. Hierbei ergibt sich aber jedesmal ein Mangel 
indem 20 bis 30 cem stets zuriickbleiben. Dieser Rest mub bei cer 
Berechnung des Analysenergebnisses der nachsten Periode wohl beriick 
sichtigt werden, denn durch den Rest wird sowohl das Volumen. wie 
auch die Zusammensetzung der frisch eingefiillten Speisefliissigkeit 
verindert. Das FEinfiillen erfolgt genau so, wie am Versuchsbeginn 
doch ist es zweckmiaBig, mittels der Saug- und Druckpumpe die ganze 
Fliissigkeit einmal im Apparat herumzufiihren, wodurch erreicht wird 
daB der zuriickgebliebene Schaum, von allen Stellen weggespiilt und 
wieder verfliissigt, sich mit der neu eingefiillten Fliissigkeit vermischt 
Abschluf der Versuche. Ast auch die letzte Periode abgeschlossen 
so tiberzeugen wir uns jedesmal davon, ob die Kaniile richtig (vor den 
Semilunarklappen!) eingesetzt war, und ob Herzhéhlen und Aorten- 
stumpf keine Blutreste enthielten. Nun pressen wir das Herz gut aus 
trocknen es ab und bestimmen, da ja der Zuckerverbrauch auf die 
Gewichtseinheit reduziert werden soll, sein Gewicht. Hierbei ergibt sich 
aber dadurch ein sehr ansehnlicher Fehler, daB sich die Herzen stets 
mehr oder minder 6dematés angeschwellt erweisen, man also nicht das 
wirkliche, sondern um ein um das Odemwasser vermehrte Gewicht 
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bestimmt, das zudem auch aus dem Grunde nicht richtig sein kann, 
weil beim Lospraparieren des Herzens von seiner Umgebung wechselnde 
Mengen nicht kontraktiler Substanz (Stiicke der groBen GefaBe, auBer 
dem auch variable Mengen von Fettgeweben) das Herzgewicht iindern 
Um diesen Fehler tunlichst auszumerzen, legen wir das Herz auf etwa 
2 Stunden in siedendes Wasser, das ganz wenig Essigsiiure enthiilt. 
Aus dem so behandelten Herzen wird das Fett férmlich weggekocht 
und lassen sich die erwahnten nicht kontraktilen Elemente mit einer 
Pinzette vom iibrigen Herzen loslésen. Letzteres wird nun bis zu 
Grewichtskonstanz getrocknet und dann der Zuckerverbrauch auf die 
nahezu fettfreie, kontraktile Trockensubstanz bezogen werden 


Beispiel de r Be rechnung CLUES lersuches. An Hand des nae hfolgender 





Beispiels wird die Berechnung des Zuckerverbrauchs in drei getrennten 
Perioden eines Versuchs unter Beriicksichtigung der oben erwahnten. 
beim Wechsel im Apparat zuriickbleibenden Fliissigkeitsrestes klar vor 
Augen gefiilirt. 

Weibliches Tier. Korpergewicht 1950 g¢. Herzgewicht am Ende de- 
Versuchs im feuchten Zustande 10.1 ¢, Herztreckengewicht 1,128 ¢ 


1. Periode. 
Eingefiillt 125 cem Tvrodelésung, enthaltend 
0.196 Proz. Zucker : os 4 245 me 
SchluB dieser Periode | Stunde spéater, die Lésung 
enthalt 0,142 Proz. Zucker . <a ; ; 178 


Zuckerverbrauch . ; 67 me 


Zuckerverbrauch pro | Stunde und ig feuchtes 


Herzgewicht . . ; -_ a 6 
Zuckerverbrauch pro 1 Stunde und lg Herz 
trockensubstanz 54 
Il. Periode. 
Von der ersten Periode zuruckgeblieben 28 com, 
enthaltend 0,142 Proz. Zucker; frisch eingefiillt 
125 cem, enthaltend 0,196 Proz., also in 28 125 
153 cem enthalten 40 ee 4s Ss ° 285 meg 
SchluB dieser Periode 1 Stunde spater: in 153 com 
Lésung enthalten 0,135 Proz. Zucker. 207 
Zuckerverbrauch . . 78 me 
Zuckerverbrauch pro | Stunde und 1g feuchtes 
Herzgewicht . . ; ‘ ? 7.7 
Zuckerverbrauch pro 1 Stunde und Ig Herz 
trockensubstanz . The) 
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II]. Periode. 
Von der zweiten Periode zurtickgeblieben 32 cem, 
enthaltend 0.135 Proz. Zucker, frisch eingefiill!t 
125 cem, enthaltend 0,196 Proz. Zucker, also in 
32 125 Se eee a ee 245 288 mg 


SchluB dieser Periode 1 Stunde spiter, 157 cem 


enthalten 0,142 Proz. Zucker ......... 223 
Zuckerverbrauch . . . . 65 mg 


Zuckerverbrauch pro I Stunde und lg feuchtes 


Herzgewicht . . Tee ee ie ee ee ee ee ae ee 6.4 
Zuckerverbrauch pro 1 Stunde und 1 ¢ Herztrocken- 


substanz .. . ‘ . « ; te a a 58 


(Die Zuckerkonzentration bestimmen wir stets nach dem neuere 
Bangschen Mikroverfahren. ) 

Die Unkosten der zu obigen Versuchen nétigen Apparatur wurden 
aus den Mitteln bestritten. die dem Institute von der Ella Sache- 
Plotz-Stiftung zur Verfiigung gestellt wurden. Der Verwaltung der 
genannten Stiftung sei auch an dieser Stelle unser bester Dank aus 
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Zur Kenntnis des Mechanismus der Immunititserscheinungen. 


IV. Mitteilung: 


Dialysierungsversuche. 


Von 
B. Sbarsky und Kk. Nikolaeff. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 


in Moskau.) 


(Eingegangen am 27. Januar 1927.) 

Beim Studium des Einflusses von Aminosiuren auf die Wirkung 
des Diphtherietoxins konnten Sharsky und Subkowa (1) feststellen 
daB der Zusatz von Tyrosin das Toxin atoxisch macht. Die Einfiihrung 
von Gemischen aus Toxin und klenen Mengen Tyrosin wird von Meer- 
schweinchen ohne jegliche Folgen ertragen. Erheblich schwacher 
wirkten Glykokoll und Alanin, wihrend Leucin vollstandig wirkungslos 
blieb. Da das Toxin ein Gemisch aus mehreren Substanzen von un 
gleicher toxischer Wirkung vorstellt, ist es von Interesse zu erforschen 
wie die einzelnen Bestandteile des Toxins durch die Aminosiuren 
beeinfluBt werden. 

Wir verfiigen leider tiber keine Methode, die die genaue Zerlegung 
des Toxins in seine verschiedenen Bestandteile ermdéglichte, obschon 
die Versuche, eine solche Zerlegung durch mannigfache Verfahren, ins 
besondere durch fraktionierte Fiallung, zu erzielen, recht zahlreich sind 
Beim Studium des Toxins wurde wiederholt zu verschiedenen Zwecken 
die Dialyse verwendet. 

Die ersten die Dialyse von Diphtherietoxin betreffenden Arbeiten 
datieren vom Ende des vorigen Jahrhunderts, als zum ersten Male versuchit 
wurde, das Toxin in trockenem Zustande herzustellen. Die Dialyse wurd: 
vorwiegend zur Reinigung der erhaltenen toxischen Niederschlige vor 
Alkohol, Salzen usw. angewendet. So wurde 1889 von Roux und Jersin (2 
die wisserige Lésung des durch Alkoholfallung erhaltenen Niederschliay 
durch Pergament dialysiert. Es wurde nachgewiesen, daB das Toxin durch 
die Membran hindurchgeht, denn durch die Injektion der AuBenfliissigkei! 
wurden Kaninchen getétet. Zu abweichenden Ergebnissen gelangte: 
Brieger-Fraenkel (3) und Wassermann-Proskauer (4), nach deren Anschauuns 
das Toxin gew6hnlich nicht oder nur in ganz unbedeutendem Mabe dialysiert 
1905 dialysierten Calear (5) und Réhmer (6) Diphtherietoxin unter Drucl 
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Diese Autoren gelangten zu dem Ergebnis, dab das Toxin bei der Dialys: 
unter normalem Druck nicht durch die Membran hindurchgeht, bei Uber 
druck jedoch leicht durch die Membran dialysiert. 

Dernby und Walbum (7) wiederholten 1923 die Versuche mit der Toxin 
dialyse und bestitigten, daB bei passendem Druck etwa 30 Proz. des i 
emem Kollodiumsackchen befindlichen Toxins hinausdialysieren. Nélis (8 
nimmt an, daB das Diphtherietoxin in kleinen Mengen durch kolloidal 
Membranen dialysiert. 

Wir griffen zur Dialyse in der Hoffnung, durch dieses Verfahren 
das Diphtherietoxin in zwei Anteile zu zerlegen, um die Wirkung der 
Aminosiiuren sowohl auf das Dialysat wie auf den durch die Membran 
hindurchgetretenen Anteil untersuchen zu kénnen. Als Dialysier 
hiilsen verwendeten wir Kollodiumsickchen, die durch dreimaliges 
BegieBen weiter Reagenzglischen mit Kollodiumlésung (Aah/baum 
hergestellt wurden. Die Sackchen. deren Durchmesser etwa 4 cm und 
deren Linge etwa 10cm betrug, wurden an Glasrdhrchen befestigt 
und an Stativen aufgehingt. Vor dem Gebrauch wurden die Hiilse: 
| bis 24 Tage lang in mehrmals erneutem destillierten Wasser gewaschen 

Es wurde jedesmal dieselbe Menge Toxin (25 cem) in die Sackcher 
gegossen, in den duBeren Becher kamen 400 ccm destilliertes Wasser 
Sowohl das Toxin wie das iuBere Wasser blieben wahrend der ganzen 
Dauer des Versuchs von einer diinnen Schicht Toluol bedeckt. Di 
Dialyse dauerte 24 Stunden im Dunkeln und bei Zimmertemperatu 
Es wurden im ganzen 15 Dialysen mit ein und demselben Toxin aus 
gefiihrt, dessen Dim. 0.0053 cem betrug. Nach AbschluB der Dialyse 
wurde die Fliissigkeitsmenge im Innern des Sackchens sowohl, als im 
AuBenbecher gemessen. Die Hiilse wurde innen und auben mit je 
20 cem destillierten Wassers gespiilt, die den betreffenden Fliissigkeiten 
zugesetzt wurden. Dann wurde der Gesamt- und Reststickstoff (Fallung 
durch Phosphorwolframsaure) nach Ajeldahl und der Aminostickstoff 
nach van Slyke im Ausgangstoxin, in der inneren und in der auBeren 
Dialvsefliissigkeit bestimmt. Die Toxizitat der letzteren wurde dure 
Injektionen an Meerschweinchen ermittelt. Auf solche Weise erhielten 
wir ein Bild von der Verteilung des Stickstoffs des Toxins nach det 
Dialyse und erfuhren. wieviel Letaldosen die Innen- und die AuBen 
fliissigkeit enthielt 

Die Wirkung der Aminosaduren untersuchten wir, indem wir in 
einem Teile der Versuche Glykokoll und Tyrosin zur Innen- und AuBen 
fliissigkeit zusetzten, in anderen Versuchen aber die Aminosiuren mit 
dem Toxin vor der Dialyse vermischten. Auch in diesen Versuchen 
wurde, wie bei der einfachen Dialyse, der Stickstoffgehalt und dic 
Zahl der Letaldosen bestimmt. 

Die Ergebnisse aller Versuche sind summarisch in nachstehende: 


Tabelle zusammengefaBt 
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Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist die Verteilung der stickstoff- 
haltigen Substanzen nach der Dialyse ungleichmaBig. Aus den ersten 
sieben Versuchen, bei denen remes Toxin der Dialyse unterworfen 
wurde, geht hervor, dab die binnen 24 Stunden zwischen dem éuBeren 
Becher und dem Innern des Dialysators ausgetauschte Fliissigkeits- 
menge in allen Versuchen fast die gleiche bleibt. Von dem Gesamt- 
gehalt der 25ccm Toxin an Stickstoff (durchschnittlich 111,2 mg) 
werden nach der Dialyse in der Hiilse nur 17.5 Proz. (durchschnittlich 
19,46 mg) wiedergefunden, wihrend die AuBenfliissigkeit 76,8 Proz. 
(durchschnittlich 85,5 mg) davon enthalt. Der Reststickstoff verteilt 
sich auf folgende Weise. Von den durchschnittlichen 46,17 mg bleiben 
im Dialysator 8,7 Proz. zuriick, und 87,0 Proz. gehen in die AuBen- 
flissigkeit tiber. Vom Aminostickstoff finden wir nach der Dialyse 
etwa 80,2 Proz. in der AuBenfliissigkeit und ungefahr 11 Proz. im 
Dialysator wieder. Die prozentuale Verteilung des Reststickstoffs 
und des Aminostickstoffs nach der Dialyse ergibt also fast die gleichen 
Werte, die aber nicht mit denen des Gesamtstickstoffs tibereinstimmen. 
Wir sehen weiter, daB der Aminostickstoff nur einen Teil des gesamten 
Reststickstoffs ausmacht (etwa 46 Proz.). Es ist wohl méglich, dab 
mit der van Slykeschen Methode, bei der eine Anzabl von Aminosauren 
nicht ihren ganzen Gehalt an Aminogruppen freigeben, aus diesem 
Grunde nur ein Teil des gesamten Reststickstoffs bestimmt wird, 
obwohl letzterer vielleicht ausschlieBlich aus Aminostickstoff besteht 
Diese Vermutung ist um so wahrscheinlicher, als die Verteilung beider 
Stickstoffarten mehr oder minder parallel geht. 

Gleichzeitig wurde die Zahl der Letaldosen ermittelt. Es wurde 
die Fliissigkeitemenge bestimmt, die erforderlich war, um ein Meer- 
schweinchen auf den vierten Tag nach der Injektion zu téten und daraus 
die Anzahl der Letaldosen in der inneren und der auBberen Fliissigkeit 
berechnet. Wie aus der Tabelle ersichtlich, enthielten die 25 cem des 
in den Dialysator gebrachten Toxins 4716 Letaldosen. Nach der Dialyse 
betrug die Summe der Toxineinheiten in der Innen- und AuBenfliissig- 
keit bloB 61,8 Proz. des Ausgangswerts. Es gingen folglich etwa 38 Proz. 
der Toxineinheiten bei der Dialyse verloren, ein Umstand, der auch 
von den eingangs zitierten Autoren, die mit der Toxindialyse arbeiteten., 
hervorgehoben wurde. Da das gealterte Toxin, mit dem wir experi- 
mentierten, an und fiir sich beim 24stiindigen Stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur seine volle Toxizitit behielt, so muB dieser Verlust bei der 
Dialyse der Adsorption von Toxin an der Oberfliche des Kollodiums 
der Dialysierhiilse zugeschrieben werden. 

Die Verteilung der erhalten gebliebenen 62 Proz. der Toxineinheiten 
verhilt sich umgekehrt der Verteilung des Stickstoffs, namentlich sind 
im Innern des Dialysators etwa 47 Proz. der urspriinglichen Letaldosen 
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enthalten, waihrend sich etwa 15 Proz. in der AuBenfliissigkeit befinden 
Die Hauptmenge des Stickstoffs ist hingegen, wie wir gesehen haben, 
in der AuBenfliissigkeit enthalten 

In den weiteren Versuchen wurde die Dialyse unter denseiben 
Bedingungen ausgefiihrt, zu dem Toxin wurde aber Glykokoll (in den 
Versuchen 8, 10, 11, 12) und Tyrosin (Versuche 13, 14. 15) zugesetzt 
um ihren entgiftenden EinfluB auf das Diphtherietoxin zu untersuchen 

In den Versuchen von Sharsky und Subkowa hatte der Zusatz von 
Glykokoll eine geringe Abnahme der Toxizitit des Diphtherietoxins 
zur Folge, wahrend das Tyrosin es vollstindig entgiftete. Diese Wirkung 
wird von Sharsky dadurch erklart, da®B die Aminosiiuren durch die 
Erythrocyten adsorbiert werden und sie auf diese Weise verhindern, 
das Toxin zu adsorbieren. Die Aminosiiuren kénnten in vitro chemisch 
auf gewisse toxische Anteile des Toxins einwirken und das Gemisch 
hei der Injektion bereits in entgiftetem Zustande in den Organismus 
gelangen. Diese Annahme konnte auf folgende Weise gepriift. werden 
Bei der Dialyse des Toxin-Aminosiuregemisches miissen die letzteren 
durch das Kollodiumsiickchen gréBtenteils in die AuBenfliissigkeit 
iibergehen. Ihre Wirkung kénnte hier an der Verringerung der Zah! 
der Toxineinheiten kenntlich werden. Die Eigenschaften des im 
Dialysator zuriickbleibenden Toxinanteils wiirden dabei unverindert 
bleiben. Sollte es sich um eine rein chemische Wirkung der Amino 
sdure in vitro handeln, so miiBte ihr EinfluB auch in der Innenfliissigkeit 
zur Geltung gelangen, mit der sie ziemlich lange in Beriihrung bleiben 
Die Dialyse dauerte 24 Stunden, waihrend das Toxin-Aminosiiuren- 
gemisch in den Versuchen von Sharsky und Subkowa 15 Minuten nach 
der Herstellung injiziert wurde und sich bereits als atoxisch erwies 
Bei der Betrachtung der Resultate der Dialyseversuche mit Toxin- 
Aminosauregemischen ist ersichtlich, daB der als Aminosiure zu- 
gesetzte Stickstoff, wie zu erwarten war, fast vollstandig in die AuBen- 
flissigkeit itiberging. Im Versuch 10 wurden z. B. von den 192 mg 
Stickstoff, die dem zugesetzten Glykokoll entsprachen, 164 mg in der 
AuBenfliissigkeit wiedergefunden. Der Aminostickstoffwert ergibt 
die gleiche Zunahme des Stickstoffgehalts der AuBenfliissigkeit. Der 
gréBte Teil des Glykokolls war also in die AuBenfliissigkeit iibergetreten 
Wenden wir uns zu den bei der Bestimmung der Letaldosen in der 
AuBen- und Innenfliissigkeit bei den Dialyseversuchen mit Glykokoll 
erhaltenen Werten, so kénnen wir uns iiberzeugen, daB in der Innen 
fliissigkeit nicht nur keine Abnahme des Gehalts an Toxineinheiten 
im Vergleich zum Kontrollversuch (Dialyse von reinem Toxin) statt 
gefunden hat, sondern umgekehrt, eine Zunahme erfolgt ist. In det 
Tat erhielten wir bei der Dialyse reinen Toxins in der Innenfliissigkcit 
stets durchschnittlich 2206 Toxineinheiten. In den Versuchen 10). [1 


os 
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und 12 betrug der Toxingehalt der Innenfliissigkeit nach der Dialys« 
3025 Einheiten. Diese Zunahme ist dadurch zu erkliren, daB klein: 
Mengen von Glykokoll nicht nur keine Abnahme der Toxizitat des 
Toxins hervorrufen, sondern im Gegenteil, seine Wirksamkeit erhéhen 
Auf diese Erscheinung weisen Sbarsky und Subkowa in ihrer Arbeit hin 
Ganz anders verhilt sich die AuBenfliissigkeit, in die die Hauptmeng: 
des zugesetzten Glykokolls iibergetreten ist. Bei den Versuchen mit 
1g Glykokoll enthielt die AuBenfliissigkeit ebensoviel Letaldosen wie 
bei den Versuchen mit reinem Toxin. Wurden jedoch 3 oder 6¢ 
Glykokoll zugesetzt (Versuche 11 und 12), so ergab sich bereits eine 
Abnahme des Toxingehalts von 650 Einheiten auf 100 Einheiten. 

Dieselben Erwagungen gelten in vollem Mabe fiir die Versuche 13 
l4 und 15 mit Tyrosinzusatz. Nur wurde hier keine Zunahme des 
Toxingehalts der Innenfliissigkeit im Vergleich zur Kontrolle beob 
achtet. Dies stimmt vollstandig damit iiberein, daB kleine Tyrosin- 
mengen keine dem Glykokoll entsprechende Steigerung der Toxizitat 
des Diphtherietoxins hervorrufen. 

Diese Ergebnisse sprechen zugunsten der Anschauung, daB der 
Zusatz von Aminosauren nicht auf chemische Weise die Eigenschaften 
des Toxins beeinfluBt, sondern seine Wirkung in vivo bei der gleich- 
zeitigen Kinfiihrung in den Organismus entfaltet. 

Es war von Interesse, das Schicksal der 38 Proz. bei der Dialyse 
verloren gehenden Toxineinheiten zu verfolgen. Wir haben darauf 
hingewiesen, daB eine Reihe von Autoren diese Erscheinung dadurch zu 
erklaren suchen, daB der Dialysator einen betriachtlichen Anteil des Toxins 
adsorbiere. Wir haben diese Annahme gepriift. Zu diesem Zwecke 
wurde das Kollodiunisiickchen nach der Dialyse innen und auBen mit 
destilliertem Wasser gewaschen, alsdann in der Reibeschale mit physio- 
logischer Kochsalzlésung zerrieben und die so erhaltene Emulsion Meer- 
schweinchen subkutan injiziert. Die Meerschweinchen gingen ein, 
was darauf hinweist, daB tatsachlich Adsorption des Toxins erfolgt 

: 
Zusammenfassung. 

1. Bei der Dialyse des Diphtherietoxins geht dieses zum Teil in 
die AuBenfliissigkeit iiber. 

2. Die stickstoffhaltigen Anteile des Toxins verteilen sich nach 
der Dialyse auf solche Weise, daB die itiberwiegende Menge in der AuBen- 
fliissigkeit enthalten ist. 

3. Dieser Stickstoff entfallt vorwiegend auf die Aminoprodukte 
des Toxins, deswegen tritt seine Wirkung in der AuBenfliissigkeit 
deutlich zum Vorschein. Deshalb erscheint die Anzahl der Toxin- 
einheiten in der AuBenfliissigkeit betrachtlich erniedrigt. 
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4. Der Zusatz von Glykokoll und Tyrosin zum Diphtherietoxin 
wirkt nur auf die AuBenfliissigkeit. Dies stimmt damit tiberein, dab 
der gréBte Teil der Aminosiuren bei der Dialyse in die AuBenfliissigkeit 
iibertritt. 

5. Diese Resultate weisen darauf hin, daB der EinfluB der Amino- 
siuren auf das Diphtherietoxin nicht auf einer chemischen Wechsel- 
wirkung mit dem Toxin beruht, sondern in einer Schutzwirkung im 
Innern des Organismus besteht 
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Katalase und Peroxydase beim Epileptiker. 


Von 
Ilse Sachs und Herbert Zander. 
\us dem Laboratorium der Anstalt Berlin-Wuhilgarter 


( Ringeqangen am 30. Januar 19°27 


Dab bei Epileptikern eine Stoffwechselstérung orhanden ist 
steht wohl seit den grundlegenden Versuchen von de C'rinis und anderen 
Forschern einwandfrei fest. Unsere Untersuchungen galten der Frage 
ob diese Stérung auf eine mangelhafte Wirksamkeit der Oxydations 
fermente zuriickzufiihren ist. Wir untersuchten zu diesem Zwecke dic 
Katalase und die Peroxydase. denen bekanntlich eme Rolle im Stoff 
wechsel zugeschrieben wird, und verglichen in emer Rethe von Messungen 
die Wirksamkeit dieser Fermente bei genuinen Epileptikern und bei 
Gesunden. 

\. Katalase. 


Zur Bestimmung der Katalase wurde nach den Angaben von 
Bach und Subkowa') verfahren. deren Arbeitsweise wir hier kurz wieder 
geben 


Von einer |: 1000 verdiinnten Blutlésung werden fiir jede Bestimmung, 
drei Proben von je leem entnommen. Von diesen dient die erste zur Be 
stimmung des zur Verwendung gelangenden Wasserstoffsuperoxyds (2 cen 
von | bis 1.5 Proz.): sie wird deshalb zwecks Zerstérung der Ferment« 
aufgekocht und mit n/10 Kaliumpermanganatlésung titriert. Die zweit« 
Probe dient zur Bestimmung der Katalase. Sie wird, nachdem sie | Stunde 
bei 17° gehalten wurde, mit der gleichen Menge Wasserstoffsuperoxy 
versetzt. Nach einer halbstiindigen Einwirkung titriert man das unzersetzt« 
Wasserstoffsuperoxyd mit n 10 Kaliumpermanganatlésung, die Anzah 
der zersetzten Kubikzentimeter n 10 Wasserstoffsuperoxyd mit |.7 mult 
pliziert ergibt die NKatalasezahl. Diese wird also ausgedriickt durch die 
Menge Wasserstoffsuperoxyd in Milligrammen, die von 1 emm Blut zersetzt 
wird. Die dritte nach Bach und Subkowa entnommene Probe dient zur 
Bestimmung der Protease. 

Die Blutproben wurden im allgemeinen in Abstanden von | bis 2 Taget 
entnommen, einige Male auch in gréBeren Zwischenraumen. Von jeder 


Diese Zeitschr. 125, 283. 1921. 














Il. Sachs u. H. Zantler: Watalase und Peroxvdase bein 


Epileptiker > a 


Blutprobe wurden zwei Analysen ausgefiihrt und das arithmetische Mitte] 


berechnet. Die Abnahme geschah morgens niichtern oder 


nach der Mahlzeit 


Die im einzelnen gefundenen Werte waren folgend: 


lL. Bei Kyuileptischen 


mehrere Stunden 
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Der Durchschnitt samtlicher‘ Maximalwerte fiir Epileptische ergab 
die Katalasezahl 16.8, fiir Gesunde die Katalasezahl 18,0. Als Dureh- 
schnitt der Minimalwerte wurde fiir Epileptische die Katalasezahl 11,7 
fiir Gesunde die Katalasezahl 15.2 gefunden. 

Wie aus diesen Zahlen hervorgeht, ist die Katalasezahl bei Ge- 
sunden durchschnittlich etwas héher. Bei den Minimalwerten ist diese: 
Unterschied besonders deutlich, die Maximalwerte der Epileptiker 
liegen dagegen ziemlich dicht bei denen der Gesunden. Ein gesetz- 
miBiger EinfluB des Befindens, der Art der Nahrung und des Wetters 
konnte nicht festgestellt werden. AuBerdem wurde in Stichproben das 
Blut einer Anzahl anderer Epileptischer auf Katalase gepriift, die 
vefundenen Werte blieben jedoch alle im Rahmen der oben ermittelten 

Die Fermenttatigkeit wird bekanntlich durch anorganische und 
auch organische Substanzen beeinfluBt. Es lag demnach die Méglichkeit 
vor, dais die etwa im Blute Epileptischer vorhandenen pathologischen 
Abbauprodukte auch eine hemmende Wirkung auf die Katalasetatigkeit 
ausiiben. Aus diesem Grunde bestimmten wir zunichst den Einflul 
von Gnuanidinsulfat, Alkohol, Acetaldehyd. Coffein und Xanthin 
Guanidinsulfat wurde gewahlt, weil nach einigen Autoren guanidin- 
ihnliche Verbindungen im Blute Epileptischer eine wesentliche Rolle 
bei der Erkrankung spielen. Der EinfluB von Alkohol wurde mit 
Riicksicht auf die Alkoholepilepsie gepriift und Acetaldehyd als Oxy 
dationsprodukt von Alkohol. Coffein und Xanthin wurden wegen ihrer 
Beziehungen zur Puringruppe gewahlt, die bekanntlich im Eiweil 
stoffwechsel eine Rolle spielt. 

In der folgenden Tabelle stellen die unter a verzeichneten Werte 
die nach der gewéhnlichen Methode ermittelten Katalasezahlen in 
reiner wasseriger Lésung dar, unter b sind die Katalasezahlen angegeben 
die dasselbe Blut aufweist, wenn es an Stelle von destilliertem Wasser 
mit einer Lésung der betreffenden Substanz versetzt wird, so da eine 
Konzentration von 1: 100000 entsteht; ebenso unter ¢ bei Verdiinnung 
mit einer Lésung von 1: 10000; unter d bei Verdiinnung mit einer 
Lésung von 1: 1000 und unter e bei Verdiinnung mit einer Lésung 
von 1: 100. Verwendet wurde hierbei stets Blut von Gesunden. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB die Einwirkung von Coffein in 
den angewandten Konzentrationen nur geringfiigig ist. Guanidin- 
sulfat zeigt jedoch schon in geringen Konzentrationen eine deutlich 
hemmende Wirkung, ebenso Acetaldehyd, der bei starkeren Kon 
zentrationen eine fast vollstindige Laihmung der Fermenttatigkeit 
herbeifiihrt. Bei Zusatz von Alkohol ist die Aktivierung in der Kon- 
zentration 1: 100000 auffallend. Aus den Ergebnissen geht hervor 
daB Fremdstoffe auBerordentliche Einwirkungen ausiiben kénnen, die 
selbst bei geringen Konzentrationen tiber die Fehlergrenze hinausgehen 
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Anderungen der Wirksamkeit der Katalase im Blute bei Einwirkung 
steigender Menge fremder Stoffe. 





aA b c d c 
Guanidinsulfat : 
Fall 1 7 oe a a 20,1 19.6 187 15.6 Ls 
set, 16.0 14.6 13.8 12.8 11.7 
Athylalks hol: 
Fall 3. 16.5 170 15.4 14.6 Loo) 
ge as : 18.0) 19,4 17.9 178 13.4) 
Acetaldehvad 
ee oe a's IS.) 17.3 165 11,2 2 
S @% , 20.4 20,1 17.9 L358 4! 
Cofteim : 
 ) ae 17,3 17.3 17) 167 lh 
6. ’ 19,0 19,2 19,2 AL LS.i 
Xanthin: 
Fall 9 ‘ : 19,0 19) 18,7 *) 17,0" 
s io “a ‘ 17.3 17.2 15,3 * 14.1 
*) 1: 50000, *) 1.10000 


Um bei den analytischen Bestimmungen der Katalase dieser eine 
ahnliche Umgebung wie im Kérper zu bieten, haben wir in einer weiteren 
Versuchsreihe zur Verdiinnung des zu untersuchenden Bluttropfens 
kein Wasser, sondern Serum verwendet. Es wurden zwei Versuchs 
reihen ausgefiihrt, die erste unter Zusatz von Serum Gesunder, die 
zweite unter Zusatz von Serum Epileptischer. Wir untersuchten 
auf diese Art sowohl Blut von Gesunden wie auch Blut von Epi 
leptischen. 

Bei der Verwendung des Epileptikerserums leitete uns besonders 
der Gedanke, daB die unter Umstainden in demselben vorhandenen 
pathologischen Stoffwechselprodukte bei der itiblichen Analysen 
methode durch das zugesetzte Wasser so stark verdiinnt werden, dab 
ihre méglicherweise im Koérper vorhandene lihmende Wirkung ganzlich 
aufgehoben wird, und da’ wir nach dieser Methode Werte bekommen 
die den tatsichlichen, im Kérper vorhandenen Verhiltnissen nicht 
entsprechen. Zu diesem Zwecke wurden 0,025 ccm Blut, das wie ge 
wohnlich aus der Fingerbeere genommen wurde, mit fremdem Serum 
auf 1 ccm verdiinnt und hiervon fiir jede Bestimmung 0.02 cem ent 
nommen, die wiederum mit Serum auf 2.5cem verdiinnt wurden 
Wir hatten dadurch eine Verdiinnung von | : 5000 erreicht gegeniiber 
einer Verdiinnung von |: 10000 bei den vorhergehenden Versuchen 
Wasserstoffsuperoxyd wurde in méglichst konzentrierter Form hinzu 
gegeben, fiir die Reaktion geniigten 0.1 bis 0.2 cem 30proz. Wasser 
stoffsuperoxyd 
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Die in der folgenden Tabelle unter a verzeichneten Werte stellen 
die Katalasezahlen dar, die wir bei der Verdiinnung von 1: 5000 mit 
Serum von Gesunden fanden. Unter b sind die Katalasezahlen an- 
gegeben, die wir bei der gleichen Verdiinnung mit Serum von Epilepti- 
schen fanden. Auberdem wurde im Serummilieu der EinfluB von 
Gruanidinsulfat auf die Katalasetatigkeit bestimmt. und zwar wurde 
der zu untersuchenden Lésung so viel Guanidinsulfat zugesetzt, dab 
eine Lésung 1: L0000 entstand. Das hierbei verwendete Serum stammte 
von Gesunden, die ermittelten Werte sind unter ¢ angegeben. Es wurde 
nur Blut von Gesunden untersucht. 


Katalasezahlen im Serummilieu. 





Blut von Gesunden 


FOR wn 18.3 (24,1) 18,0 (24,0) 17,9 (23,8) 
— 16,3 (21,1) 16.3 (23,1) 16,2 (23.0) 
Blut von Epileptischen 
PalS ... 16,0 (22,8) 16,0 (22.8) 
i ne 17.0 (22.8) 16,2 (22,1) 


Die in Klammern gesetzten Zahlen sind die Werte, die bei der 
direkten Berechnung der gefundenen Analysenresultate ermittelt 
wurden. Diese geben aber von der Katalasetitigkeit kein richtiges 
Bild, da auch das Serum selbst Wasserstoffsuperoxyd zersetzt. Wenn 
diese Zersetzung auch gegeniiber der durch das Blut selbst verursachten 
nur minimal ist, so macht sie sich hier, wo wir die 5000fache Menge 
Serum verwendet haben, doch bemerkbar. Die nicht eingeklammerten 
Werte sind unter Beriicksichtigung dieser Wirkung des Serums er- 
rechnet. 

Die von uns erhaltenen Resultate lassen, wie aus der Tabelle 
ersichtlich ist, weder bei Blut von Gesunden noch bei Blut von Epilepti- 
schen einen Unterschied in der Katalasetatigkeit bei Gegenwart von 
Serum Gesunder gegeniiber der bei Gegenwart von Serum Epileptischer 
erkennen, und dies diirfte wohl darauf hinweisen, daB eine nachteilige 
Kinwirkung der im Blute Epileptischer vorhandenen pathologischen 
Abbauprodukte auf die Katalasetatigkeit nicht in Betracht kommt. 


Die unter ¢ angegebenen Werte lassen erkennen, dab Guanidin- 
sulfat in der von uns verwendeten Konzentration keinen EinfluB auf 
die Katalasetatigkeit ausiibt. Zum Vergleich stellten wir auch in den 
beiden ersten Fallen den Abfall der Katalasetatigkeit in wasserigen 
Lésungen durch die gleichen Mengen Guanidinsulfat fest, und wir 
fanden bei sonst unveranderten Bedingungen eine Herabsetzung um 
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liber 20 Proz. Die bekannte Pufferwirkung des Serums tritt also auch 
dem Guanidinsulfat gegeniiber in Erscheinung, und es li Bt sich demnach 
vermuten, daB dies, besonders wenn man zugleich die Ergebnisse der 
Versuchsreihe b betrachtet, wohl auch gegeniiber den pathologischen 
Stoffwechselprodukten im Blute Epileptischer geschieht 

Beim Vergleich der Katalasezahlen im Serum mit den in wisserigen 
Losungen erhaltenen Werten fanden wir, selbst wenn wir die Wasser- 
stoffsuperoxvd zersetzende Wirkung des Serums beriicksichtigten, in 
einigen Fallen eine starke Aktivierung durch das Serum, in anderen 
Fillen nicht. Da wir diese Versuche nicht weiter ausdehnen konnten 
koénnen wir tiber die Ursache dieser Erscheinung oder iiber gesetzmaBigs 
Zusammenhiinge nichts aussagen. 

Der Methode von Bach und Subkowa folgend, bestimmten wir in 
einer Anzahl von Fallen neben der Katalase auch die Protease. Aus 
den gefundenen Ergebnissen lassen sich jedoch keine Riickschliisse 
zichen 


} 


B. Peroxydase. 


Da die von Bach und Subkowa') fiir Bestimmungen vou Peroxyvdase 
im Blute mitgeteilte Methode auf kolorimetrischer Grundlage unseren 
Anspriichen nicht geniigte, arbeiteten wir zusammen mit F. Ehrmann 
die von Smirnow*) zur Bestimmung der Pflanzenperoxydase angegebene 
Methode fiir unsere Zwecke, Bestimmung der Blut peroxvdase, weiter aus 

Nach Smirnow wird peroxvdasehaltiger Pilanzenextrakt mit lproz 
Wasserstoffsuperoxyd- und Pyrogallollésung versetzt; nach Ablaut von 
20 Stunden wird das durch Oxydation des Pyrogallols entstandene Purpuro- 
vallin in heiBer schwefelsaurer Lésung mit einer abgemessenen, tibet 
schiissigen Menge n/10 Kaliumpermanganatlésung oxydiert und das nicht 
verbrauchte Kaliumpermanganat mit n 10 Oxalsdure titrimetrisch be 
stimmt. Nach Smirnow entspricht 1 cem des verbrauchten n 10 Kalium 
permanganats 0.7 mg Purpurogallin. Das gebildete Purpurogallin gibt 
einen Malstab fiir die Wirksamkeit der Peroxydase. 

Diese Methode war fiir uns aus dem Grunde nicht ohne weiteres 
brauchbar, da, wie wir beobachtet hatten, auch gekochte Blutlésung 
nach Zusatz von Pyrogallollésung einen Niederschlag gibt, der durch 
Permanganatlésung oxvdierbar ist. Da Peroxydase aber durch Kochen 
vollig zerstért wird, kann der Niederschlag kein Purpurogallin dat 
stellen, er muB deshalb notwendigerweise zu falschen Analysenresultaten 


fiihren. 


Wir sahen uns daher gezwungen, die Smirnowsche Methode fii 
unsere Zwecke wie folgt abzuandern 


') Diese Zeitschr. 125, 283, 1921. 
2) Ebendaselbst 155, 1, 1925. 
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Von einer |: 200 verdiinnten Blutlésung wurden fiir jede Bestimmung 
3 ccm in ein Zentrifugierglischen gebracht und mit 1 cem 10proz. Pyrogallo! - 
lésung versetzt. Der entstandene Niederschlag wurde abgeschleudert und 
mit kaltem Wasser ausgewaschen. Die nunmehr vom Niederschlag befreite 
Lésung, zu der auch das Waschwasser gegeben wurde, wurde jetzt mit 
2 ccm 3proz. Wasserstoffsuperoxyd versetzt. Eine geringere Menge hiervon 
reicht in diesem Falle nicht aus, da die Wasserstoffsuperoxyd zersetzende 
Wirkung der Katalase in der vorliegenden Konzentration recht erheblich 
ist. Nach lingerem Stehen (etwa 20 Stunden) wurde das gebildete Purpuro 
gallin abgeschleudert, mit kaltem Wasser gewaschen, in heiBer, etwa 80 proz 
Schwefelsiture gelést und mit n 20 Kaliumpermanganatlésung titriert. 
Es wurde darauf geachtet, daB bei der Reaktion des Ferments auf Wasser- 
stoffsuperoxyd stets die gleiche Verdiinnung zur Anwendung kam. Purpuro- 
gallin konnte in dem durch Pyrogallol verursachten Niederschlag nicht mit 
entfernt werden, da ja Wasserstoffsuperoxyd erst spiter zugesetzt wird wnd 
ohne dasselbe Purpurogallin sich nicht bilden kann. Durch die beschrieben: 
Methode wird natiirlich nur die in den roten Blutkérperchen erhaltene, in 
Lésung gehende Peroxydase erfabt. 

Die Brauchbarkeit der Methode ergibt folgender Versuch: In 
einer aus Meerrettich hergestellten Peroxydaselésung wurde die Wirk- 
samkeit des Ferments zuerst gravimetrisch, dann nach beschriebener 
Methode bestimmt. Die gefundenen Werte stimmten geniigend genau 


iiberein. Gewichtsanalytisch wurde gefunden: lcem der Lésung 
enthalt 27,6 mg Purpurogallin, maBanalytisch wurden nach der von 


uns ausgearbeiteten Methode in 1 cem 27,02 mg gefunden. 


Fiir unsere Methode gilt das gleiche wie fiir die anderen Methoden 
zur Bestimmung der Blutfermente, man erhalt nicht direkte Werte 
sondern nur relative Zahlen'). Als Mabstab-wurde die aus Wasser 
stoffsuperoxyd und Pyrogallol bei Gegenwart von 1L00cm in Blut 
gebildete Menge Purpurogallin genommen. Bei einer Anzahl von 
Peroxydasebestimmungen nach der neuen Methode erhielten wir 
folgende Ergebnisse : ' 

‘ 


I. Bei Epileptischen: 








Fall 1 11,2 13.5 80 110 — 
.« ary. 14.7 135 8.6 
) 91 11.0 bo 11.9 12.8 15,4 14.9 15,2 4,0 14.2 
- 3 65 S.4 135 14.5 15.6 13.1 13.5 12.4 
) 10. 6.3 6.5 4.1 OS — —_ 
6 105 13,3 7 7.7 13.1 -- 
Il. Bei Gesunden: 
Fall 7 10,4 13.6 —_ — —_ — 
, 81112 | 185 | 156 16.6 166 164 14.7 
9 119 13.1 13.5 12.8 13,3 -- 
mW 13,1 12.8 11.9 11.0 10.3 


1) Wieweit iiberschiissige Mengen Wasserstoffsuperoxyd und Pyro- 
gallol eingewirkt haben, haben wir nicht untersucht. 
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Wie wir bereits bei den Katalasezahlen ausgefiihrt haben, er 
mittelten wir auch hier fiir jeden Fall den Durchschnittswert, das 
Maximum und das Minimum. Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht 
iiber unsere Zusammenstellung 


Peroxydase 





Durchechnitts- Maximalwerte Minimalwerte Anzabl det 
werte Kestimmunger 
l. Bei Epileptischen 
Fall 1 11,1 13.3 So 4 
2 12,2 14.7 S.6 4 
A 12.5 15.4 HO 1 
4 11.6 15.6 6H \ 
5 S.4 10.3 6.5 > 
6 14 133 7 ) 
Hl. Bei Gesunden 
Fall 7 12.0 13.6 L04 2 
S 14.9 16.6 11,2 7 
= w% 12.9 13.5 11,9 ’ 
{ 11S 13.1 1 ") 


Aus diesen Zahlen errechnet sich ein Gesamtdurchschnitt fii 
Epileptische von 11.0 gegeniiber 12,9 fiir Gesunde, ein Durchschnitt 
der Maximalwerte fiir Epileptische von 13.5 gegeniiber 14,2 fiir Gesunde 
und ein Durchschnitt der Minimalwerte fiir Epileptische von 7,4 gegen 
iiber 11.0 fiir Gesunde. 

Daraus geht hervor, dab der Gesamtdurchschnittswert fiir Epilepti- 
sche gegeniiber der Norm erniedrigt ist. Die Maximaldurchschnitts- 
werte der Epileptiker und der Gesunden liegen nahe beieinander, die 
Differenz der Minimaldurchschnittswerte ist aber recht betrachtlith 

Gegeniiber der Norm zeigt also die’ Peroxydasetatigkeit der 
Epileptiker ebenso wie die Katalasetitigkeit derselben erhebliche 
Schwankungen nach unten. Die Funktion der beiden Oxydations- 
fermente ist also zeitweilig gestért, ein beginnender EinfluB patholo 
gischer Stoffwechselprodukte im Serum konnte nicht nachgewiesen 
werden. 











Die Anwendung der Chinhydronelektrode zur Messung der 
Wasserstoffionenkonzentration in pufferarmen Lésungen. 


Von 
I. M. Kolthoff und Wouter Bosch. 


(Aus dem Pharmazeutischen Laboratorium der Reichsuniversitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 31. Januar 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der Messung der Wasserstoffionenkonzentration in Lésungen 
welche nur eine sehr geringe Pufferwirkung haben, fanden wir bei An- 
wendung der Chinhydronelektrode oft stark abweichende Werte, und 
zwar war das gefundene py immer kleiner als wir nach der Zusammen- 
setzung erwarten konnten; die Abweichung nahm mit abnehmendem 
Puffergehalt stark zu. Weil die Bestimmung von py in pufferarmen 
Lésungen praktische Bedeutung hat (z. B. Bodenuntersuchung), haben 
wir uns die Aufgabe gestellt, die Abweichungen zu erklaren und eine 
Vorschrift zu finden, nach der die Chinhydronelektrode auch in puffer- 
armen Lésungen zuverlassige Resultate gibt. 

Zuerst haben wir verschiedene Chinhydronpraparate miteinander 
verglichen : 

a) nach Valeur!) aus Hydrochinon und Chinon hergestellt (1) 

und (2), 


wie a), aber aus Wasser umkristallisiert (1). 


c¢) aus Hydrochinon und Ferriammoniakalaun nach £. Biil- 
mann”) (1), (2) und (3), 
d) wie ¢), einmal aus Wasser umkristallisiert, 
e) wie d), zweimal aus Wasser umkristallisiert. 
Es ergab sich in allen Fallen, daB die Umkristallisation aus Wasser 
einen ungiinstigen EinfluB hat. Es scheint, dab die Zusammensetzung 
des Chinhydrons sich dabei andert, wahrscheinlich ist die stark in die 


1) A. Valeur, Ann. de Chim. et Phys. (7) 21, 547, 1900. 
2) BE. Biilmann und A. Lund, Ann. de Chim. 16, 321, 1921. 
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Komponenten Chinon und Hydrochinon gespaltene, gesattigte Lésung 
des Chinhydrons nicht im Gleichgewicht mit dem Bodenkérper. Zur 
Priifung der Praparate haben wir zuerst die EMK der Chinhydron 
elektrode in dem Standardsalzsiuregemisch (0.01 n Salzsiure und 
0.09 n Kaliumchlorid) gegen die Wasserstoffelektrode in demselben 
Gemisch bei 18° gemessen. Nach den iibereinstimmenden Werten in 
der Literatur betragt die EMK dieser Kette bei 18° 0.7042 — 0.0002 Volt 
[bezogen auf Wasserstoff von 760mm Druck ')] 


Alle Messungen sind im Thermostaten bei 18° -—— 0.1°C ausgefiihrt 
Wir haben verschiedene Arten von Wasserstoffelektroden verwendet 
schlieBlich haben wir ein GefaiB benutzt, das in untenstehender Ab- 
bildung abgebildet ist. Wenn der Platinspiraldraht gut platiniert ist, 
ist die EMK innerhalb 2 bis 3 Minuten konstant. Natiirlich haben 
wir uns immer iiberzeugt, daB auch nach langerem Durchleiten von 
Wasserstoff das Potential sich nicht mehr anderte 


heberrohr rach 


Bezugselertrode 





> . 
Wassers tof fr eh trode 


Abb. 1. Halbe Gréfe. 


Die abgebildete neue Wasserstoffelektrode hat folgende Vorteile 
1. Das Potential stellt sich sehr schnell ein. 2. Sie verbraucht nur wenig 
Wasserstoff. 3. Das Modell ist auch geeignet, fiir das Arbeiten bei 
anderen Temperaturen. 4. Auch wenn der totale Elektrolytgehalt nur 
0,001 n betragt, ist die Ablesung mit einer geeigneten Apparatur noch 
auf 0,2 Millivolt genau. In allen Fallen, wo diese Wasserstoffelektrode 
angewandt werden kann, geben wir ihr den Vorzug iiber die Chinhyvdron 
elektrode. 5. Die benétigte Menge Fliissigkeit betragt nur etwa 5 ccm 
Zur schnellen Siattigung der platinierten Elektrode mit Wasserstoffgas 
ist der Glasboden, wo der Wasserstoff aus dem angeschmolzenen Rolu 


1) Vol. Linderstrém-Lanag, C. r. du Lab. de Carlsberg 16, Nr. 3, 1925, 
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in das ElektrodengefaB einperlt, perforiert. In dieser Weise wird der 
Wasserstoff in feinen Gasblasen verteilt. 

Als ChinhydronelektrodengefiiBe verwendeten wir Réhren aus 
Jenaer Glas, welche mit einem Kautschukstopfen verschlossen sind 
Der letztere trigt zwei Durchbohrungen, durch die eine steckt das 
Glasrohr, in dem unten ein Stiickchen blankes Platinnetz eingeschmolzen 
ist. die andere triigt wahrend des Messens das diinne Heberrohr — welches 
mit 3 Proz. Agar und 3.5 n bzw. 1,75 n KCl gefillt ist — zur elektro 
lytischen Verbindung der Chinhydron- mit der Wasserstoffelektrode 
oder mit einer anderen Bezugselektrode 

Vor jedem Versuch wurde das Platinnetz gereinigt und ausgegliiht 
Dann wurden etwa 10 cem der zu untersuchenden Fliissigkeit in das 
Gefa gegeben, 50 bis 100mg Chinhydron hinzugefiigt und 1 bis 
2 Minuten kraftig geschiittelt. Darauf wurde die Elektrode eingesteckt 
und das ganze in den Thermostaten gestellt. bis die EMK konstant 
war. Gewohnlich war das sehr schnell der Fall; in den sehr verdiinnten 
Pufferlésungen iinderte das Potential sich jedoch oft mit einem regel 
mibigen Gang, so dab es unmdéglich war, einen konstanten Wert zu 
erhalten. Zudem waren die Resultate nicht genau reproduzierbar. Wir 
kommen hierauf unten noch zuriick. 

Zur Kompensation verwendeten wir ein geeichtes .,Students- 
potentiometer von Leeds und Northrop. Die Ablesungen sind leicht 
auf 0.1 Millivolt reproduzierbar. . 

Als Bezugselektrode verwendeten wir gewéhnlich nach Stig Veibel') 
eine Chinhydronelektrode in einer Lésung, die 0,01 n HCl und 0,09 n KC! 
enthielt (Standardsalzsiuregemisch). Das Gefif wurde jeden Tag 
gereinigt und wieder von neuem mit der Elektrodenfliissigkeit und 
Chinhydron aufgefiillt. Zudem wurde die Elektrode ausgegliiht. Bei 
der Berechnung der pa-Werte haben wir immer nach Sdérensen an 
genommen, dab das pq im Standardgemisch 2,038 gleich ist. Wahr- 
scheinlich ist die entsprechende Aktivitiét der Wasserstoffionen kleiner 
als diesem px entspricht. Diese Sache hat fiir diese Untersuchung 
jedoch nur eine untergeordnete Bedeutung, weil wir die vergleichenden 
Messungen mit der Wasserstoffelektrode auf denselben Standardwert 
beziehen. 

In der folgenden Tabelle geben wir die EMK der Chinhydron- 
elektrode in Beriihrung mit verschiedenen Priparaten Chinhydron 
gegen die Wasserstoffelektrode. Beide Elektroden stehen im Siandard- 
salzsiuregemisch. Die gefundenen Werte sind in der tiblichen Weise 
fiir den Barometerstand und den Dampfdruck des Wassers korrigiert. 


1) Stig Vetbel, Journ. Chem. Soc. 128, 2203, 1923. 
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EMK x. Chinhydron- und Wasserstoffelektrode im Standardsalzsdéure- 
gemisch bei 18°. 





od Pu 

a) Chinhydron aus Chinon + Hydrechinon (1)... . . 0.7039 2.040 

a. 0.7038 2,038 

b) Wie a), einmal aus Wasser umkristallisiert . . . . 0.7034 2,081 
¢) Chinhydron aus Hydrochinon und Ferriammoniakalaun 

Priaparat (1) 0.7088 2.038 

(2) 7042 2.045 

. (3) 0.7049 2.057 

d) Wie ec) (1), einmal aus Wasser umkristallisiert. . . 0.7033 2,030 

e) . ©) (2), - * Fe ms 0.7023 2,012 

f) . ¢) (1), zweimal , _ i a 0.60688 1,428 


Aus dem Obenstehenden ergibt sich, daB Chinhydron!), welches 
aus seinen Komponenten hergestellt ist (a), und Praparate, welche durch 
Oxydation von Hydrochinon mit Ferriammoniakalaun (c) erhalten 
wurden, in dem Standardsalzsiuregemisch dasselbe Potential aufweisen. 
Umkristallisation aus Wasser hat einen ungiinstigen EinfluB, das 
Chinhydron weist dann eine zu saure Reaktion auf. Nach der zweiten 
Umkristallisation aus Wasser war das Praparat ganz unbrauchbar 
geworden. Wir haben diese Zubereitung nicht weiter analysiert*). 

Bei den folgenden Untersuchungen haben wir immer Priparate 
verwendet, welche nach (a) und nach (c) hergestellt waren. Das Chin- 
hydron, das aus seinen Komponenten hergestellt ist, kristallisiert 
gewohnlich in dunkelgoldglianzenden, nadelférmigen Kristallen aus, 
wihrend die Priaparate, welche durch Oxydation des Hydrochinons 
bereitet sind, gewéhnlich viel dunkler aussehen und nicht so groB- 
kristallinisch sind. Lat man die Kristallisation jedoch sehr langsam 
vor sich gehen, so geiingt es auch nach der Oxydationsmethode, gréBere 
und heller gefarbte Kristalle zu erhalten. 

Bei den folgenden Versuchen haben wir die px verschiedener 
Pufferlésungen bei zunehmender Verdiinnung sowohl mit der Wasser- 
stoff- wie mit der Chinhydronelektrode gemessen. Obgleich wir viele 
Praparate Chinhydron benutzt haben, geben wir in den folgenden 
Tabellen nur kurz die Mittelwerte, welche mit Praparaten nach (a) 
und (c) erbalten sind. In den Fallen, wo die Chinhydronelektrode 


1) Nach Valeur, Ann. de Chim. et Phys. (7) 21, 547, 1900. 

2) Wir bemerken hier, daB8 neuerdings Th. Arndt und W. Siemers, Zeit- 
schrift f. Pflanzenernahrung und Diingung 7, 191, 1926, vgl. auch Chem. 
Centralbl. 1926, LI, 1080, fiir die Messung pufferarmer Fliissigkeiten em- 
pfehlen, zur Reinigung das Chinhydron zweimal aus Wasser von 70° umzu- 
kristallisieren. Wie wir gesehen haben, besteht dabei aber die Méglichkeit, 
da8B das Chinhydron sich zersetzt, und es ist nétig, mit einer Standardlésung 
sich davon zu iiberzeugen, ob das Praéparat noch zuverlissige Resultate 
ergibt. 
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noch gute Werte aufweist, geben die verschiedenen Zubereitungen auch 
die gleichen Resultate, bei sehr groBen Verdiinnungen wurden jedoch 
bei den Priparaten nach c erhebliche Differenzen wahrgenommen. 


Messungen im Monokaliumcitrat. 





Py mit Chinhydronelektrode 


Konzentration . Pu 
der Salze mit Wasserstoff- 
elektrode a c 

0,25 molar 3.59 3.63 
O01 - 3,67 - 3.68 
0,05 , 3,73 3,72 3,70 
O0OL . 3.83 3,84 3,70 
0,005 , 3,87 3.88 3,75 
0,002 . 3,91 3,90 3,54 
0,001 . 3.96 3.94 3.86 


Das Wasser, welches bei den Verdiinnungen verwendet ist, hatte 
bei 18° eine spezifische Leitfahigkeit von 0,9 bis 1,2 . 10~® reziproken 
Ohms und war in Gleichgewicht mit der Luft (1,5 .10~5 molar an 
Kohlensiure). 

Die Werte, welche mit Praparaten nach (a) erhalten wurden, sind 
besser in Ubereinstimmung mit denen, welche die Wasserstoffelektrode 
aufweist, als die, welche mit Zubereitungen nach (c) gemessen sind. Im 
letzteren Falle sind die Werte auch noch zuverliassig, wenn die Kon- 
zentration des Monocitrats gréBer als 0,01 mol. ist. 


Kaliumbiphthalat. 





Py mit Chinhydronelektrode 


Konzentration ; Pu 
des Salzes mit Wasserstoff- 
elektrode a c 

0.1 molar 3.918 3.905 
0,05 , 3,969 . 3,942 
|) 4.013 4.00 3,987 
0,005 ,, 4,059 4,08 8,994 
0,002 , 4,216 4,20 3,895 
0,001 ,, 4,311 4,33 3,808 


(nicht konst.) 


Hier weisen Priiparate nach (c) bei sehr groBen Verdiinnungen 
eine zu saure Reaktion auf, und zwar steigt der Fehler stark mit der 
Verdiinnung. Bei Konzentrationen kleiner als 0,005 n ist diese Chin- 
hydronelektrode nicht mehr zuverlissig. Mit Priaparaten nach (a) 
hergestellt, ist das Resultat viel besser: bei sehr groBen Verdiinnungen 
(0,001 mol. Lésungen) ist es aber schwer, konstante Resultate zu 


erhalten. 

Nehmen wir Pufferlésungen, welche stirker alkalisch sind als die 
oben benutzten, so wird die Abweichung bei groBen Verdiinnungen 
noch gréBer. In den folgenden Tabellen geben wir davon einige Beispiele. 
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Gemisch von Monokalium- und -dicitrat. 





a Pu Py mit Chinhydronelektrode 
des Gemisches mit Wasserstoff- —_—— 
elektrode a re 
0.1 molar 4,76 4,74 4,71 
0.05 . 4.88 4.89 4.85 
O01, 5,00 5,01 4,95 
0,005 . 5,09 5,12 4,92 
0,002 . 5,17 5,20 4,79 
(nicht konst.) 

0,001 ,, 5.20 521 4.09 


(nicht konst.) 


Hier gibt also das Chinhydron nach (a) bei allen Verdiinnungen 
zuverlaissige Resultate, bei Priparaten nach (c) wird die Abweichung 
sehr groB, wenn die totale Citratkonzentration kleiner als 0,01 n wird. 


Biphthalat-Natronlaugegemisch nach W. M. Clark. 


50 cem 0,1 mol. Kaliumbiphthalat und 29,95 ccm 0,1 n NaOH mit Wasser 
bis 100 cem. 





Pu Py mit Chinhydronelektrode 
Totale Konzentration mit Wasserstoff- 
elektrode a c 
0.08 molar (unverdiinnt) 5,21 5,22 
0016 . 5,35 5.35 5,27 
0.008 . 5.40 5,38 5,28 
0.00382 . 5.46 5.44 5.33 
0.0016 . 5.48 5,40 4,78 


Kaliumbiphosphat mit Natronlauge nach W. M. Clark. 


50cem 0,1 mol. Kaliumbiphosphat und 29,63 cem 0,1 n NaOH mit Wasser 
bis 100 cem. 





Pu Pq mit Chinhydronelektrode 
Totale Konzentration mit Wasserstoff* —— 
elektrode 4 re 

0.08 molar (unverdiinnt) 6,99 6,97 6.98 
0.04 7,06 7,05 7,08 
0,016 7,14 7.14 7,08 
6,008 7,17 7,16 6.79 
0,004 7,18 7,13 

0.0016 . 7.19 7.09 4.15 


Aus allen Messungsreihen und noch vielen anderen, welche hier 
nicht erwahnt werden, ergibt sich, daB das Chinhydron, welches durch 
Oxydation des Hydrochinons mit Ferriammoniakalaun hergestellt ist, 
in Lésungen von sehr geringer Pufferkapazitét eine viel zu saure 
Reaktion aufweist, die Abweichung nimmt mit abnehmender Wasser- 
stoffionenkonzentration der Pufferlésung zu. Dazu kommt noch, dab 

29+ 
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die Elektrode in diesen pufferarmen Lésungen sich sehr langsam ein- 
stellt; je langer man wartet, um so mehr andert sich das Potential 
nach der sauren Seite. Auch nach dem Umschiitteln findet man wieder 
andere Werte. 

Nachdem unsere Arbeit schon abgeschlossen war, erschien eine 
Mitteilung von A.J. Rabinowitsch und V. A. Kargin'), welche die 
Neutralisationskurve verschiedener schwacher Saéuren mit der Wasser- 
stoff- und Chinhydronelektrode bestimmten. Auch sie fanden, daB die 
Chinhydronelektrode in wenig gepufferten Lésungen (besonders in der 
Nihe des Aquivalenzpunktes) eine zu saure Reaktion aufweist. Sie 
schreiben die Ursache der Diskrepanz zwischen Wasserstoff- und Chin- 
hydronelektrode der sauren Funktion des Hydrochinons zu, die sich 
in neutralen und alkalischen — nicht geniigend gepufferten — Lésungen 
aiuBert. Fir neutrale und saure Fliissigkeiten kann diese Erklarung 
jedoch nicht zutreffen. Ist doch die erste Dissoziationskonstante des 
Hydrochinons nach H.v. Euler und Bolin*) gleich 1,1.10~".  Be- 
trachten wir nun eine gesittigte Lésung des Chinhydrons in Wasser. 
Nach den Untersuchungen von F. S. Granger*) betrigt die Léslichkeit 
des Chinhydrons bei 25° 1,78 . 10~? mol.; die Lésung ist fast vollstandig 
in die Komponenten Chinon und Hydrochinon zerfallen, und zwar 
ist die Hydrochinonkonzentration ungefahr gleich 1,7 .10~?. Aus den 
genannten Daten berechnen wir, daB eine gesittigte Chinhydronlésung 
in Wasser eine Wasserstoffionenkonzentration von 1,4.10~® hat, 
entsprechend einem pq von 5,85. Die Lésung hat also dasselbe py wie 
gutes Leitfahigkeitswasser, das in Gleichgewicht mit der Luft ist. Auch 
14Bt sich berechnen, da8 der EinfluB des sauren Charakters des Hydro- 
chinons in den von uns verwendeten sehr verdiinnten Pufferlésungen 
vernachlassigbar klein ist. 

DaB iibrigens die saure Funktion des Hydrochinons bei unseren 
Versuchen nicht fiir die Abweichungen verantwortlich zu machen ist, 
ergibt sich zwanglos aus den guten Resultaten, welche mit dem Chin- 
hydron, das aus Chinon und Hydrochinon hergestellt war, erhalten 
wurden. Wir miissen dann wohl annehmen, dab die anderen Praparate, 
welche durch Oxydation des Hydrochinons mit Ferrialaun hergestellt 
waren, saure Verunreinigungen enthalten. (Rabinowitsch und Kargin 
bemerken, da® sie unter anderem auch ein kaufliches Praparat ver- 


1) A. J. Rabinowitsch und V. A. Kargin, Zeitschr. f. Elektrochem. 33, 
11, 1927 

2) H. v. Euler und Bolin, Zeitschr. f. physikal. Chem. 71, 71, 1909; vgl. 
auch Sheppard, Chem. Abstr. 15, 2393, 1921, der K, gleich 1,75 . 10—'° und 
K, gleich 4.10-™ fand. 

3) F. S. Granger, Oxidation and Reduction in organic Chemistry from 
the Standpoint of potential differences. Diss. New York 1920. 
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wendeten, das offenbar mit sauren Oxydationsprodukten verunreinigt 
war.) Experimentell konnte die Anwesenheit der sauren Oxydations- 
produkte auch leicht nachgewiesen werden. Die gesiittigten wisserigen 
Lésungen der Chinhydronpriiparate, nach c hergestellt, reagieren alle 
viel zu sauer (py 3,5 bis 4!). Durch Auswaschen mit Wasser kann 
man die sauren Oxydationsprodukte entfernen. Wir haben vier ver- 
schiedene Zubereitungen des Chinhydrons (c) gleich vor den Versuchen 
wiederholt mit destilliertem Wasser ausgewaschen und darauf die 
Messungen mit den sehr verdiinnten Pufferlésungen wiederholt. Die 
erhaltenen Resultate waren vollkommen mit denen der Wasserstoff- 
elektrode und der Chinhydronelektrode (a) in Ubereinstimmung. Auch 
kann man in folgender Weise verfahren: Man fiigt zu etwa 10 ccm 
der zu untersuchenden Fliissigkeit etwa 250mg des vorliegenden 
Chinhydrons, schiittelt stark, laBt absitzen und miBt. Dann wird 
die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen (wo nétig, nach zentrifugieren) 
wieder frisch aufgefillt und die ganze Manipulation wiederholt, bis 
das Potential zuletzt konstant bleibt. Auch in dieser Weise wurden 
vorziigliche Resultate erhalten; bequem ist die Methode jedoch nicht 
Doch kénnen wir in allen Fallen, wo man in sehr pufferarmen Lisungen 
Messungen mit der Chinhydronelektrode ausfiihrt, empfehlen, zu priifen, 
ob nach dem Abschenken eine frisch zugegebene Menge Fliissigkeit das 
urspriinglich wahrgenommene Potential nicht dndert. 

Eigenartig ist es, daB die durch Oxydation des Hydrochinons 
erhaltenen Priparate Chinhydron auch nach dem sorgfiltigen Aus- 
waschen, beim Stehen wieder sauer werden. Wir haben die siurefrei 
gewaschenen Priparate in verschiedener Weise aufbewahrt: an der 
Luft, in Kelk- und Schwefelsiureexsikkatoren, auch tiber Phosphor- 
pentcxyd in vacuo usw.; nach langerem Stehen wurden sie jedoch alle 
wieder sauer und muBten bei den Messungen in pufferarmen Lésungen 
zuvor wieder ausgewaschen werden. Es scheint, daB die Spur Eisen, 
das die Priparate ,enthalten, die Oxydation des Hydrochinons zu 
sauren Produkten beschleunigt. Gut ausgewaschene Produkte sind 
wohl wahrend einer Woche brauchbar; nach lingerem Stehen ist es 
jedoch zu empfehlen, das Auswaschen zu wiederholen. Die sauren 
Oxydationsprodukte stéren nur, wenn das py der Lésung gréBer als 3,5 
ist. Ist die Reaktion saurer als diesem px entspricht, so wird die Disso 
ziation der verunreimgenden Sauren so stark zuriickgedringt, daB sie 
nicht mehr stéren. So haben wir mit verschiedenen Zubereitungen 
nach (c) das py in einer Mischung von 0,001 n Salzsiiure und 0,009 n 
Kaliumchlorid bestimmt und immer Werte gefunden zwischen 2,96 
und 2.99, wihrend die Wasserstoffelektrode ein pq von 3,00 auswies 

Wir haben auch versucht, mit den ausgewaschenen Praparaten 
nach c das pg vom destillierten Wasser zu bestimmen. Obgleich wir 








“- 
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wiederholt das Wasser frisch auffiillten, ist es uns nicht gelungen, 
einen gréBeren Wert als py 5,45 zu erreichen, wihrend das wahre 
pu 5,7 war (kolorimetrisch und berechnet). 

Chinhydronpriparate, welche nach Valeur!) aus Hydrochinon und 
Chinon erhalten wurden, lassen sich gut aufbewahren. Auch nach 
langerem Stehen werden sie fast nicht merkbar sauer. Fiir Messungen 
mit pufferarmen Lésungen sind derartige Praparate daher besonders 
zu empfehlen. Jedenfalls ist es auch hier sicher, nach dem Messen ab- 
zuschenken und eine frische Menge Fliissigkeit hinzuzugeben, zur 
Priifung, ob das Potential sich nicht mehr andert. 

DaB man bei der Anwendung der Chinhydronelektrode in prakti- 
schen Fallen durch die verunreinigenden Sauren grobe Abweichungen 
finden kann, wenn der Puffergehalt sehr gering ist, haben wir unter 
anderem auch bei der Reaktionsbestimmung in Bodenextrakten wahr- 
genommen. Die Bestimmung von pq im Boden ist eine schwere Auf- 
gabe, bei der sich viele Schwierigkeiten vortun. Wir hoffen, darauf 
spiter zuriickzukommen, wollen hier nur aus dem Zahlenmaterial ein 
Beispiel herausnehmen, an dem sich der EinfluB der Verunreinigungen 
im Chinhydron sehr pragnant demonstrieren laBt. Durch laingeres 
Zusammenschiitteln von 50 g eines Bodens mit 200 cem Wasser wurde 
ein Extrakt hergestellt, in dem das pq bestimmt wurde. Nach 15 Minuten 
Durchfiihrens von Wasserstoff wurde mit der Wasserstoffelektrode 
ein Wert von 5,54 gefunden, nach 45 Minuten von 5,64. 

Mit der Chinhydronelektrode sind wir in. der Weise verfahren, 
daB wir den Extrakt mit einem UberschuB Chinhydron (c) wahrend 
21, Minuten zusammenschiittelten, in den Thermostaten stellten und 
warteten, bis das Potential konstant war. Dann wurde abgeschenkt, 
frischer Extrakt zugegeben und die Manipulation wiederholt. 


In dieser Weise fanden wir: 





Pu 
Erste Aufgiebung .. . 3,82 
Zweite a 5 ee 4.95 
Dritte i gla 5,36 
Vierte = cw 5.56 
Fiinfte " ‘ete 5.56 


SchlieBlich erreichten wir also praktisch denselben Wert, wie mit 
der Wasserstoffelektrode gefunden war (5,64). Arbeiteten wir mit 
Chinhydronpriparaten, nach Valeur hergestellt, so war die urspriing- 


1) A. Valeur, Ann. de Chim. et Phys. (7) 21, 547, 1900. Man mischt 
alkoholische (95proz.) Lésungen von Chinon und Hydrochinon und _ ver- 
wendet dabei zweimal die theoretische Menge Hydrochinon. 
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liche Abweichung viel geringer als im oben beschriebenen Falle, doch 
auch hier war die Reaktion noch etwa um 0,3 py zu sauer. Nachdem 
die Lésung aufgefrischt war, wurde das richtige py gefunden. 

Aus diesen und vielen anderen Beispielen ergibt sich sehr deutlich, 
daB man bei Anwendung von Chinhydronpraparaten, welche durch 
saure Oxydationsprodukte verunreinigt sind, in pufferarmen Lésungen 
ganz fehlerhafte py-Werte erhalten kann. 


Zusammenfassung. 

1. In Lésungen, welche eine nicht zu geringe Pufferkapazitat 
haben, erhalt man mit Chinhydronpraparaten, welche nach ver- 
schiedenen Vorschriften hergestellt sind, ausgezeichnete Resultate. 

2. Wenn Chinhydron in der einfachen Weise mittels Oxydation 
des Hydrochinons mit Ferriammoniakalaun hergestellt und darauf 
siurefrei gewaschen wird, so oxydiert es sich bei langerem Aufbewahren 
unter Bildung von sauren Oxydationsprodukten ein wenig. Derartige 
Praparate weisen in pufferarmen Lésungen eine viel zu saure Reaktion 
auf. Wiascht man sie vor dem Versuch sorgfaltig aus, oder gibt man 
nach jeder Messung nach dem AbgieBen frische Lésung hinzu, bis das 
Potential sich nicht mehr andert, so werden in allen Fallen bei 
pu-Werten kleiner als 7 gute Resultate erhalten. 

3. Chinhydron nach Valeur aus seinen Komponenten hergestellt, 
ist sehr gut haltbar und ist fiir Messungen mit pufferarmen Fliissig- 
keiten zu empfehlen. Fiir alle Sicherheit ist es auch hier zu empfehlen, 
nach der Messung die Fliissigkeit abzuschenken und zu priifen, ob mit 
frischer Lisung dasselbe Potential gemessen wird. 











tine Korrektur fiir die neue Reihe Pufferlésungen. 


Von 
I. M. Kolthoff und J. J. Vieeschhouwer. 


(Aus dem pharmazeutischen Laboratorium der Reichsuniversitat Utrecht. 


(Eingegangen am 31. Januar 1927.) 


Bei einer Untersuchung tiber das Gleichgewicht im System Citronen- 
saure—Natronlauge— Wasser ergab sich, daB ungliicklicherweise in unserer Ver- 
6ffentlichung ') iiber die neue Reihe Pufferlésungen ein Fehler eingeschlichen 
ist, den wir hier korrigieren wollen. Als Standardsubstanz verwenden wir 
Kaliummonocitrat, das nach dem Trocknen bei 80° wasserfrei ist, was sich 
aus der Analyse ergab. In der Literatur steht angegeben, daB das Salz 
nicht hygroskopisch ist, und es ergab sich bei unseren Versuchen, dal es 
bei langerem Aufbewahren an der Luft duferlich nicht geindert wird und 
trocken bleibt. Ein derartiges Salz war bei unseren Messungen verwendet, 
und leider hat sich jetzt ergeben, daB es 1 Mol Wasser angezogen hatte. 
Das Molargewicht des Salzes ist also 248 statt 230. Wir verwendeten 
damals eine 2,3proz. Lésung, wahrend eine 0,1 mol. Lésung 2,48 g des 
Hydrats auf 100 cem enthalt. 

Arbeitet man nun mit dem Salz, das 1 Mol Kristallwasser enthalt, und 
geht man von einer 2,3proz. Lésung aus, so gelten alle Zahlen, wie sie ur- 
spriinglich angegeben waren; was wir spater wiederholt bestiatigt haben. 

Geht man jedoch in Wirklichkeit von einer 0,1 mol. Monokaliumcitrat - 
lésung aus, dann sind die angegebenen Zahlen nicht vollkommen richtig 
mehr, und mu man untenstehende Tabelle benutzen. (Die Abweichungen 
von der urspriinglichen Tabelle sind nur verhaltnismaBig klein, weil das 
Citratsystem so stark puffert.) 


0,1 mol. Monokaliumcitrat mit 0,1 n Salzsdure. py 2,2 bis 3,8. 


24.85 ecm 0,1 n HCl mit Wasser bis 50 cem py 2,2 

Si.70 . Gia BG .,, - a a ae Pu 2,4 

18,40 ,, O.nHCl ,, i — ae Pu 2,6 

25 ecem 16,10 , OlnHC ,, - — ae Pu 2,8 
Monocitrat cae « SUE os a) te = pu 3,0 
as . Gimme w fe | ogat Pu 3,2 

S25. G@8akc . a a Pu 3,4 

2,10 , OglnHCi ,, es a te =e meas 





1) J.M.Kolthoff und J.J. Vleeschhouwer, diese Zeitschr. 179, 410, 1926. 
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0,1 mol. Monocitrat mit 0,1 n Natronlauge (py 3,8 bis 6,2). 








10 cem 0,ln NaOH mit Wasser bis 50 cem py 3,8 
4,50 ,, O,.JnNaQH ,, - ~ — - Pu 4.0 
8,15 OlnNaQH ,, ‘ + Fw Pu 4,2 
11,85 ., O.nNaQH ,, - » we ws Pu 4.4 
15,75 , O,lnNaOQH ,, ¥ « ee ws Pu 4,6 
25 cem 19,60 ,, O-nNaOQH ,, o — a Pu 4,8 
Monocitrat 23,35 ,, O,lnNaQH ,, - a OR Ge py 5,0 
7 . O&lnNaQH py 5,2 
30,5 » O.nNaOQH py 5,4 
34.0 ,, On NaOH py 5,6 
37,2 , OlnNaOQH py 5,8 
0.6 ., OlnNaQH py 6.0 
0,1 mol. Monocitrat mit 0,1 molarer Citronensiure (py 2,2 bis 3,8) 
com 0.1 mol, com 0.1 mol. 
Monocitrat Citronensaure Pu 
O89 411 2,2 
1.85 815 24 
28D 7,15 2.6 
4,04 5.46 2,8 
5,36 4,64 30 
684 3.16 3,2 
8,20) 1,80) bA 
G7 0.45 3.6 
0,1 mol. Monocitrat mit 0,05 mol. Borax. 
0,65 cem Borax mit Wasser zu 50 cem Pu 3,8 
$4 » we + = ~ oe oe Pu 4.0 
ae fs - - a » ee os Pu 4,2 
-) - Po - os oe & pu 4.4 
Ik.0 Sy? a ie i a py 4,6 
25 cem 22,8 » - DU ,, Pu 4,8 
Monocitrat ath ts ms Pu 5,0 
a pu 5,2 
34.0 7 *? Pu 5,4 
38,3 - - Pu 5,6 
41,7 o- - py 5,8 
44,1 pr 6,0 





Zur teilweisen Entschuldigung des gemachten Fehlers sei hier angefiihrt, 
da8 wir damals wohl Versuche iiber die Stabilitét des anhydrischen Mono 
kaliumcitrats angestellt haben. Es ergab sich, da®B das Salz in einer Atmo 
sphare mit einem relativen Dampfdruck von 60 Proz. kein Wasser aufnahm. 
Daraus (und auch aus den Angaben in der Literatur) war die fehlerhafte 
SchluBfolgerung gezogen, daB das Monocitrat unter allen Verhaltnissen 
luftstabil ist. Aus dem Obenstehenden ergibt sich jedoch, da®B das Salz 
bei einem relativen Feuchtgehalt der Luft, der gréBer als 60 Proz. ist, Wasser 
anziehen kann. Diese Sache wird noch néher untersucht werden. Wir 
wollen hier schlieBlich nur bemerken, da®B es nétig ist, das anhydrische 
Monokaliumcitrat in einer gut schlieBenden Flasche aufzubewahren 














Beitrag zur Kenntnis des Seidenleims. 


Ve m 
Nikolaus Alders. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener physiologischen 
Universitatsinstitut. ) 


(Eingeqangen am 1. Februar 1927.) 


Im Verlauf einer zu anderem Zwecke in Angriff genommenen 
Untersuchung wurde eine gréBere Menge Seidenleims (Sericins) dar- 
gestellt. Da die chemischen Eigenschaften dieses EiweiBkérpers noch 
unvollkommen bekannt sind, wurde die Gelegenheit wahrgenommen, 
diesen Kérper niher zu untersuchen. 

im folgenden sei die etwas modifizierte Darstellungsmethode des 
Sericins und die allgemeinen Eigenschaften desselben mitgeteilt, sowie 
die Resultate der Tryptophan-, T yrosin-, C ystin- und Argininbestimmung 
angegeben. 

Darstellung. 

Das Prinzip aller Darstellungsmethoden des Sericins besteht darin, 
daB Rohseide in Wasser gekocht und aus dem Dekokte der in Lésung 
gegangene Seidenleim in mehr oder minder gereinigtem Zustande ge- 
wonnen wird. (Es sei hierauf aufmerksam gemacht, daB das in Osterreich 
als ,,Rohseide“ kiufliche Material schon ,,degummiert’, d.h. vom 
Sericin befreit ist.) 

Die alteste Darstellung des Sericins stammt wohl von Mulder'), der 
die durch Kochen von Rohseide erhaltene Sericinlésung auf dem Wasserbad 
bis zur Trockne eindampfte und den Riickstand mit Alkohol, Ather und 
heiBem Wasser extrahierte. Die Methode Cramers?), der aus der wie oben 
gewonnenen Sericinlésung den EiweiBkérper mit basischem Bleiacetat fallt 
und nach Entfernung des Bleies als PbS das Sericin mit Alkohol nieder- 
schlagt, ist — abgesehen von ihrer Umstandlichkeit — mit dem Nachteile 
verbunden, daB das Schwefelblei vom Eiwei8kérper eingeschlossen wird 
und nur schwer entfernt werden kann. Bondi*) hat zwei Methoden der 


1) Mulder, Poggendorfs Ann. f. Phys. u. Chem. 37, 1837. 
2) Cramer, Journ. f. prakt. Chem. 96, 76 und 77, 1865. 
8) Bondi, Zeitschr. f. phys. Chem. 34, 481 bis 499., 1902. 
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Darstellung von Sericin aus Kokons der Seidenraupe Bombyx mori vor- 
geschlagen: Nach der ersten, die — wie der Autor selbst angibt mit groBen 
Verlusten verbunden ist, werden die von den Puppen befreiten Kokons 
nach Reinigung mit Wasser und Salzsaéure in Wasser ausgekocht. Die Seiden- 
leimlésung hinterla8t nach dem Abdampfen spréde Lamellen, die gepulvert, 
mit kaltem Wasser, Natronlauge, Essigsaure, kaltem und siedendem Alkohol, 
sowie mit Ather behandelt, in heiBem Wasser gelést und mit Alkohol gefillt 
werden. Bondi stellte so eine wasserlésliche und wasserunlésliche Modi- 
fikation des Sericins dar. Die zweite, weitaus einfachere Methode beruht 
darauf, daB im Dekokte der Kokons das Sericin mit Il proz. Essigsiure 
gefallt wird. Der Niederschlag wird durch haufiges Dekantieren mit Wasser 
ausgewaschen und dann mit Alkohol und Ather extrahiert. Diese an sich 
einfache Darstellungsmethode erschien uns darum nicht empfehlenswert, 
weil sich das Sericin nach der Fallung mit Essigsiure auBerordentlich 
langsam absetzt. Hmil Fischer’) erhielt Sericin einfach durch Eindampfen 
der durch Abkochen von Rohseide im Autoklaven gewonnenen Lésung. 
Auch Tiirk?) hielt sich an die eingangs erwaihnte Methode Mulders. Wiirzlich 
gaben Shelton und Johnson*) zwei Methoden zur Darstellung von Seidenleim 
an: Rohseide wird im Autoklaven mit wenig Wasser gekocht und das Sericin 
aus dem Dekokt entweder mit Alkohol oder mit Ammonsulfat nieder- 
geschlagen. Keizo Kodama*) gibt eine Modifikation der zweiten Dar- 


stellungsmethode Bondis (1. ¢.) an. 


Hier sei - nach Ausprobung der meisten eben erwahnten 


Methoden folgender Vorgang zur Darstellung des Sericins emp- 
fohlen, der darauf verzichtet, die wasserunlésliche von der wasser- 
léslichen Form zu trennen, zumal die sonstigen chemischen Eigen- 
schaften beider Modifikationen die gleichen sind. 

Je 100 g Rohseide®) werden dreimal in je 3 Liter Wasser jedesmal 
etwa 2 Stunden lang gekocht, die Dekokte auf dem Wasserbad bis auf 
ungefaihr ein Fiinftel ihres Volumens eingeengt und im Dialysierschlauch 
24 Stunden gegen flieBendes Leitungswasser und 6 Stunden gegen 
destilliertes Wasser dialysiert, um die dem EiweiBbkérper anhaftenden 
Aschenbestandteile wenigstens teilweise zu entfernen. Aus der Seiden- 
leimlésung wird das Sericin durch Zusatz des doppelten Volumens 
%proz. Alkohols gefallt und nach mehrstiindigem Stehen abfiltriert. 
Der vom Filter genommene Niederschlag wird in etwa 80proz. Alkohol, 
welcher zweckmaBig durch Destillation aus dem ersten Filtrat ge- 
wonnen wird, kurz aufgekocht — wobei nach Bondi (1. c.) die anhaftenden 
Farbstoffe gréBtenteils in Lésung gehen —, nochmals filtriert und in 
Alkohol gekocht und schlieBlich auf dem Filter mit Ather nach- 
gewaschen, iiber Schwefelsiure getrocknet und fein zerrieben. 


1) E. Fischer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 155, 1908. 

2) Tiirk, ebendaselbst 111, 70 bis 75, 1920. 

3) Shelton und Johnson, Journ. of Amer. Chem. Soc. 47, 412 bis 418 
1925. 

4) Keizo Kodama, The Biochem. Journ. 20, Nr. 6, 1208, 1926. 

5) Bezogen von der Firma Gebr. Schmid in Basel. 
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Allgemeine Eigenschaften. 
Das so gewonnene Produkt ist ein grauweifes Pulver; es ist in 
Wasser und verdiinnter Saiure unléslich, lést sich dagegen unter Auf 
quellen in verdiinnter Natronlauge und mit brauner Farbe in kon- 
zentrierter Salzsiure in der Kalte langsam, bei Erwirmen schnell. 
Die Biuvret und Xanthoproteinreaktion ist positiv, ebenso die Probe 
nach Millon und Voisenet; die Reaktion nach Molisch ist angedeutet; 
Fehlingsche Lésung wird durch eine alkalische Serecinlésung nicht 
(3,89) 
\3,94) 


reduziert. Die Aschenbestimmung ergab 3.9 Proz. 


Stickstolf im Sericin. 





Die Stickstoffbestimmung nach KAjeldahl ergab einen Gesamt- 
(15,98) 
115,84] 
Die Verteilung des Stickstoffs wurde nach Osborne und Harris’) 


bestimmt und wie folgt ermittelt 


N-Gehalt von 15,9 Proz. 


= , . 1.605 . 
Sdureamid-N . » | 1.68 Proz. 
11.750} 
a : , (O11 | 9p 
N im Magnesiumniederschlage 10,125) 0,12 Proz 
,llo 
, , 1.45 - 
Basen-N ‘ pen 1.51 Proz. 
we 


Monoamino-N 


2.59 Proz. 


Tryptophanbestimmung. 

Die einzige in der Literatur auffindbare Angabe tiber Tryptophan 
im Sericin ist die Emil Fischers (1. c.), der das Vorhandensein dieser Amino- 
siure im Seidenleim qualitativ nachwies. 

Der Tryptophangehalt des Sericins wurde nach der Methode von 
Fiirth und Dische*), welcher auf der Voisenetschen Farbreaktion beruht, 
{0,98 ) 
(0,92) 
Nach Fiirth und Lieben*) ist fiir die Bildung der Melanoidine bei 
der Siurehydrolyse eines EiweiBkérpers in erster Linie der Tryptophan- 
gehalt des Proteins maBgebend. Mit Sericin angestellte Siurehydro- 
lysen ergaben einen Melanoidingehalt von 1,6 Proz. mit einem N-Gehalt 
von 0,16 Proz., der — auf Tryptophan umgerechnet — 1,18 Proz. 
Tryptophan im Sericin entsprache (gefunden 1,0 Proz.); dieses Resultat 
steht mit den Ergebnissen der erwihnten Arbeit im Einklang. 


mit 1.6 Prox. ermittelt. 


1) Osborne und Harris, Chem. Centralbl. 1903, I, 1279. 
2) O. Fiirth und Z. Dische, diese Zeitschr. 146, 275, 1924. 


3) O. Fiirth und F. Lieben, ebendaselbst 116, 224, 1921. 
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Tyrosinbestimmung. 
Strauch’) findet 1 Proz., Abderhalden und Warms®*) 2,3 Proz., Tiirk (1. ¢.) 
5,96 Proz. Tyrosin im Sericin (ermittelt nach gravimetrischen Methoden). 
Unsere nach der auf der Millonschen Reaktion basierenden Methode 
von Firth und Fischer*) vorgenommene Bestimmung ergab einen 
|5,83) 
(6,20! 
Um fiir die beiden vorerwihnten Bestimmungen eine Stiitze zu 





Tyrosingehalt von 6,0 Proz. 


gewinnen, wurde eine Nitrierung des Sericins vorgenommen, da ja 
Lieben*) fiir zahlreiche Proteine gezeigt hat, daB der quantitativ er- 
mittelbare NO,-Wert eines nitrierten EiweiBkérpers mit der Mono- 
nitrierung des in dem _ betreffenden Protein enthaltenen Tyrosins 
+ Tryptopbans in befriedigender Weise iibereinstimmt. 

Es wurde Sericin mit 20proz. Salpetersiure nitriert und (nach 
Behandlung des Produkts mit 1 proz. Sodalésung) fiir 2 g Nitroprodukt 
0,039 g NO, gefunden, wihrend die Berechnung, basierend auf den 
oben mitgeteilten Bestimmungen des Tyrosins und Tryptophans, 

fiir Tyrosin 6 Prow. ....... . 0,0380g NO, 
fir Tryptophan 1 Proz. .... . . 0,005¢ NO, 
0,035 g NO, 
ergibt. 
Schwefel- (bzw. Cystin-) Bestimmung. 

Uber Schwefel- bzw. Cystinbestimmung im Sericin, eberiso wie iiber 
einen qualitativen Nachweis desselben ist in der Literatur keine Angabe 
zu finden. 

Nach der alten Methode von Liebig-Du Ménil wurde in der Atz- 
natron-Salpeterschmelze des Sericins der Schwefel als BaS O, bestimmt 
und auf Cystin umgerechnet. Es ergibt sich so ein Cystingehalt des 


‘ , 23 
Seidenleims von : ss 1,2 Proz. 
If 
Argininbestimmung. 


Tiirk (1. ec.) fand nach der Methode von Kutscher und Kossel 4,56 Proz. 
Arginin in Seidenleim. 
Wir bestimmten das Arginin im Sericin als Salz der Flaviansiure 


» 
4,12 1.3 Proz. 


nach der Methode von Kossel und Gross®) und fanden 4 46! 


Arginin in unserem EiweiSkérper. 


1) F. W. Strauch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 365, 1911. 

2) Abderhalden und Worms, ebendaselbst 62. 142, 1909. 

3) O. Fiirth und A. Fischer, diese Zeitschr. 154, 1, 1924. 

4) F. Lieben, ebendaselbst 145, 535, 1924. 

5) A. Kossel und E. Gross, Zeitschr. f. physiol. Chem. 135, 167, 1924. 
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Histidin und Lysin. 

Tiirk (1. ¢.) ermittelte den Histidingehalt des Sericins mit 1,02, den 
Lysingehalt mit 1,96 Proz. (nach der Methode von Kutscher und Kossel). 

Unsere nach der von Hanke und Koessler') angegebenen Methode 
ausgefiihrte Histidinbestimmung ergab ein negatives Resultat, so dab 
wir fiir das Vorhandensein von Histidin in dem von uns dargestellten 
Produkte keinen Anhaltspunkt haben. 

Der Gehalt des Sericins an Basen-N betrigt, wie oben erwahnt, 
1,51 Proz., der Gehalt an Arginin-N ergibt sich aus dem Gehalt an 
dieser Aminosiure mit 1,37 Proz.; da unser EiweiBkérper kein Histidin 
enthalt, ist die Differenz 

eee ll. 
— 20 4 Ks tw et > Ee ow 
0,14 Proz. 
dem Lysin zuzuschreiben. Einem Lysinstickstoffgehalt von 0.14 Proz 
entspricht ein Lysingehalt von 0,7 Proz 


Relation der quantitativ bestimmten Aminosiuren im Sericinmolekiil. 
Man kann versuchen, aus den eben mitgeteilten Zahlen das 
molekulare Verhdltnis der einzelnen Aminosduren zueinander im Verband 
des Sericinmolekiils zu berechnen. 
Wir stellten diese Berechnung in der allgemeinen iiblichen Weise 
an und ermittelten folgende Relationen: 


Zeypeowmem . 2. wwe oo g 1 
Tyrosin ee a 
sk ek ee we 
a a ee a 
Se a ok ee le a we 


oder abgerundet: 


Tryptophan ] 
Tyrosin 7 
Cystin * l 
Arginin 5 

l 


Lysin . 


1) Milton T. Hanke und Karl K. Koessler, Journ. of biol. Chem. 39, 
498, 1919; 48, 527, 1920. 
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Beitrag zur Kenntnis der alkoholischen Hefegirung 
und deren Beschleunigung durch Tierkohle. 


Von 
IL. Ivekovice. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine experimentelle Pathologie 


und Pharmakologie der Universitat Zagreb.) 
(Eingegangen am 1. Februar 1927.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die giinstige Beeinflussung der Kolloide und Adsorbenzien auf das 
Wachstum und die Lebenstitigkeit der Mikroorganismen ist eine wohl- 
bekannte Tatsache. Die ersten Befunde auf diesem Gebiet stammen von 
Neuberg'), wobei seinen Untersuchungen statt Hefezellen deren PreBsaft 
zugrunde lag. In derselben Richtung sind auch die Abderhaldenschen*) 
Versuche beziiglich der Garungsbeschleunigung vermittelst Tierkohle 
von besonderer Bedeutung. Diesen Versuchen zufolge wird die 
alkoholische Garung durch Zusatz der Kohle bedeutend aktiviert. 
Was die Ursache dieser Beschleunigung anbelangt. beruht dieselbe 
nach Abderhalden auf der Bildung von Acetaldehyd; fiir diesen hatte 
zuvor Neuberg') eine stimulierende Wirkung nachgewiesen*), und 
Abderhalden hat ihn im kohlehaltigen Medium in erhéhter Konzentration 
gefunden. 

Mit weiter unten zu besprechenden Versuchen war ich bestrebt, der 
von Abderhalden aufgeworfenen Frage insofern néiherzutreten, da anderer- 
seits (z. B. von Séhngen) auch andere Faktoren in Betracht gezogen wurden. 

Es ist eben zu entscheiden, ist der von Abderhalden gefundene Acet- 
aldehyd der alleinige Faktor der Gaérungsbeschleunigung oder spielen noch 
andere Faktoren bei dieser Erscheinung mit. Meine Untersuchungen jedoch 
beziehen sich nicht allein auf die angeschnittene Fragestellung, sondern es 
wurden auch andere Erscheinungen bei der Garungsbeschleunigung in 
Betracht gezogen. 


1) Newberg, diese Zeitschr. 88, 145, 1918; Newberg, Reinfurth und 
Sandberg, ebendaselbst 121, 215, 1921. 


2) Abderhalden, Fermentforschung 5, 89, 110, 1921; 5, 255, 273, 1922; 
6, 143, 149, 162, 1922; 6, 345, 1923. 
8) Diese Tatsache konnte ich auch bestatigen. 
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Ich experimentierte mit untergériger Bierhefe, und in allen Versuchen 
war Tierkohle als Adsorbens verwendet. Hiermit stellte ich auch eine Serie 
Vor- oder Nebenversuche zusammen, die sich wie folgt dem Hauptthema 
anreihen. 

Die Versuchsanordnung selbst war nach folgender Voraussetzung 
gegeben: 

Wenn einer Garungsfliissigkeit, die Kohle enthalt, solche Sub- 
stanzen beigegeben werden, die hemmend wirken und dabei auch 
kapillaraktiv sind, so kénnen deren schadliche Eigenschaften entfernt 
werden, indem diese Substanzen von der Kohle adsorbiert werden. 
Als stark kapillaraktive und dabei giirungshemmende Substanzen 
wurden verschiedene Urethane!) in 0.015 mol. Konzentration ge- 
nommen. 

Die so angestellten Versuche ergaben folgendes Resultat und 
wurden in folgender Weise ausgefiihrt: 








A 100 ccm 7 proz. Saccharoselsg. + 3g Hefe E wie A + 1,546g Propylurethan. 
B wie A + 5g Kohle. F wie E + 5g Kohle. 

(wie A + 1,335g Athylurethan. G wie A + 1,757g Isobutylurethan. 
D wie C + 5g Kohle. H wie G + 5g Kohle. 


In acht Erlenmeyerkolben von je 150cem Inhalt kamen 100 cem einer 
Tproz. Saccharoselésung hinein. Nach Zusatz bestimmter Mengen von 
verschiedenen Urethanen (0,015 mol.), Kohle (Carbo medic. Merck ,,Neu‘‘), 
Hefe (immer dasselbe Priparat in allen Versuchen), wurden die Kolben mit 
Garungsverschlu8 versehen und bei 25°C im Thermostaten der Garung 
unterworfen und deren Verlauf durch Gewichtsverlust mit einer feinen Wage 
verfolgt. Die Resultate des Versuchs stellt die Abb. 1 dar. 


!) Warburg, Ergebn. d. Physiol. 14, 295. 
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Aus dem Diagramm ist ersichtlich, daB® sich in unserer Versuchs- 
anordnung blof die mit Urethanen versetzten Garungsproben nach der 
Traubeschen Regel verhalten (C, E, G), wahrend dieselben durch Zusatz 
von Kohle (D, F, H) eine gréBere Garungsintensitaét zeigen als die 
Kontrollprobe A, und dabei fallen sie nur etwas niedriger als der reine 
Kohlenversuch B aus. Zugleich fallt es auf, daB sich die Kurven D, 
F tnd H innerhalb der Versuchsfehler decken. Diese letztgenannte 
Erscheinung ist wohl eine Resultante aus mehreren Komponenten, von 
welchen wir beispielsweise die Einwirkung der in der Lésung ver- 
bliebenen Urethanmengen auf die Hefe und die Verdringung des 
adsorbierten Zuckers von der Oberfliche hervorheben méchten. Da 
uns bei unseren Versuchen der Gewichtsverlust der Proben als ein 
Indikator der Garungsbeschleunigung diente, war es jedenfalls von 
Interesse, zu erfahren, ob die Differenz der Gewichtsverluste mehr auf 
Kosten der C O,-Verdriangung durch Kohle oder durch die stimulierende 
Einwirkung von gebildetem Acetaldehyd zu setzen wire. Bei den 
Abderhaldenschen Untersuchungen wurde der C O,-Verdringung durch 
Tierkohle keine Beriicksichtigung zuteil. Abderhalden lag es haupt- 
sichlich daran, die Garungsbeschleunigung zu zeigen, ohne sich in 
quantitative Analyse der Beschleunigung einzulassen. 

Es ist bekannt, daB die Garungsfliissigkeit noch viel! Kohlensiure 
enthalt. Nachdem es von Wichtigkeit war, die GréBe der Kohlensiure- 
verdrangung durch Kohle kennenzulernen, wurden folgende Versuche 
unternommen : 

In zwei Erlenmeyerkolben, A und B, von 150cem Inhalt kamen 100 cem 
7proz. Zuckerlésung. Dem Kolben B wurden noch 5g Kohle zugefiigt, 
schlieBlich kamen in beide Kolben noch 5g Hefe, worauf, mit einem 
GarungsverschluB versehen, beide bei 19° C der Gérung unterworfen wurden. 
Verlauf der Garung wurde durch Gewichtsverlust verfolgt. Nach einer be- 
stimmten Zeit wurde Kolben A (Kontrolle) und gleichzeitig auch Kolben B 
gewogen. Nach Abnahme des Verschlusses kam in den Kontrollkolben A 
die gleiche Kohlenmenge, wie bereits in B vorhanden (5 g), worauf der Ver- 
schluB wieder daraufgesetzt und das ganze gut durehgeschiittelt wurde. 
Wahrend des Schiittelns entwickelt sich eine groBe Menge von Kohlensiaure, 
jedoch bleibt dasselbe Vorgehen in der Probe B ohne merklichen Einflu8. 
Zu vermeiden ist das Ubergehen des sich entwickelnden Schaumes in den 
VerschluB. Nach Beendigung der Gasentwicklung wurde der Kolben 
neuerlich gewogen und das beigefiigte Kohlengewicht davon in Abzug 
gebracht. Die Differenz zwischen den Kolbengewichten nach der Beigabe von 
Kohle und Durchschiittelung — abziiglich das Gewicht der Kohle ergibt 
einen neuen Punkt A’ des Diagramms. Auf diese Weise ist es mdglich, 
eine ganze Kurve A’ zu erhalten, wobei selbstverstandlich fiir je zwei ent- 
sprechende Punkte der Ordinate bei Kurve A und A’ derselbe Kolben zu 
nehmen ist. 

Die auf angegebene Weise erhaltene Kurve A’ stellt eine Garungs- 
kurve dar, so wie sie auch die Girung B ergeben wiirde, wenn die Kohle 
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nur ausschlieBlich eine verdrangende Wirkung entfalten wiirde, ohne dabei 
andere Folgen zu zeitigen. Die Differenz zwischen B und A’ qubt dic 
eigentliche Beforderung der Garung durch Kohle an. Die entsprechenden 

Versuche sind aus der Abb. 2 


‘ ne ersichtlich | 
ie a | Aus den Diagrammen geht 
Fr am | . ‘pe 
7 , aati ; eee 
- 3 : a hervor: L. dal tlie Differens 
fj” Pll q der entwickelten Kohlensiure 
WA, W/ le, a zwischen dem normalen Medium 
ae (7 a " : - 

Wa Oh Pa und jenem Kohle enthaltenden 
PAZ“ A fee das Resultat zweier Komponenten 
*/ . ° 
A fS ist: a) der faktischen Garungs- 

"al beschleunigung, das heifbt der 


4 
A f/ rascheren Zuckervergarung, und 
LG ” b) der durch Kohle verdringten 
AZZ 4 6 : - . ie 
go a Se Kohlensiure ; 2. daB die Garungs- 


fliissigkeit noch viel Kohlensaure 


Abb. 2. enthalt, die sich nach Zusatz von 

1 100 com 7proz. Zuckerlésung + 5g Hete - : ‘ , 
7 M ones + Se Kobe . Kohle gréBtenteils verdriangen 
I. Glucose. II. Lavulose. _ III. Saccharose 1aBt. Demnach fordert Kohle die 


Verdringung der Kohlensiure 
aus der girenden Fliissigkeit. Die Menge des verdringten CO, ist 
nicht gering. Sie betriagt etwa 40 bis 50 Proz. der gesamten Be- 
schleunigung, die wir vermittelst Gewichtsverlustmethode erhalten 
haben (d.h. B A). Die Abderhaldenschen Versuche zeigten dem- 
nach quantitativ genommen viel zu hohe Resultate, denn es 
ist klar, daB man unter Garungsbeschleunigung nicht die Differenz 
zwischen der im Kontrollversuch und der im eigentlichen Versuch 
mit Kohle entwickelten Kohlensaure zu verstehen hat, sondern die 
Differenz an zersetztem Zucker zwischen den erwahnten Versuchen 
Die Differenz B — <A’ gibt diese Menge, ausgedriickt in CO,, d. h. die 
Differenz in Zucker ist etwa die doppelte.  Daraus kénnen wir den 
SchluB ziehen, daB die iibliche Methode der Garungsverfolgung ver- 
mittelst Gewichtsverlust auf die Girungsbeschleunigung durch Kohle 
und andere Adsorbenzien nicht anwendbar ist, denn es kénnte vor- 
kommen, daB z. B. bei einer gewissen Konzentration einer giarungs- 
hemmenden Substanz im Medium mit Kohle eine grébere CO,-Ent- 
wicklung stattfinden kénnte als in Kontrolle ohne diese Substanzen, und 
doch kénnte die Garungsgeschwindigkeit im ersten Falle kleiner sein. 

Die genannte Methode ist nur dann zulassig, wenn man die quan- 
titativen Verhaltnisse zweier Garungen, sei es mit oder ohne Kohle, 
untereinander vergleicht, keinesfalls aber darf man dieselbe auf zwei 


verschiedene Girungen anwenden. 
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Den Mechanismus der Kohlensiureverdrangung aus der Garungs- 
fliissigkeit kénnen wir auf folgende Weise deuten: In der Fliissigkeit 
befindet sich das Kohlendioxyd in Form seiner Saure H,CO, und 
gelést, d. h. in molekularem Zustande mit hydrierten Wassermolekiilen, 
die wir in der Form CO,.nH,O schreiben kénnen. Das hydrierte 
Molekiil CO, .n H,O (dasselbe gilt auch fiir die H,CO,) wird von der 
Kohle adsorbiert, an deren Oberflache sich folgende Reaktion abspielt : 
CO, .n H,O + CO, + n H,O, d.h. das hydrierte Molekiil CO, zerfallt 
in Wasser und CQO,. welch letztere in gasférmigem Zustande entweicht, 
da sie von der Kohlenoberfliche durch das umgebende Wasser verdrangt 
wird. Auf diese Weise setzt sich der ProzeB weiter fort. Neue Mengen 
von CO,.nH,O werden auf der Kohlenoberflache adsorbiert, auf 
welcher das Gleichgewicht zwischen der adsorbierten und nicht ad- 
sorbierten Kohlensiure immerfort gestért wird'). Die Erklirung hat 
natiirlich nur unter der Voraussetzung Giiltigkeit, dal die Reaktions 
geschwindigkeit CO, .n H,O—+ CO, n. H,0O wie auch die Verdrangung 
des CO, durch Wasser groB und daher die CO,-Konzentration auf der 
Oberflache gering ist 

Wie oben erwahnt. gibt hiermit die iibliche Methode der Garungs 
beschleunigung mit Kohle zu hohe Resultate, weshalb versucht wurde, 
eine exaktere zu finden, die genauer die eigentliche Differenz des ver- 
gorenen Zuckers angeben wiirde. Diese Absicht ist leicht erreichbar, 
da sich das Medium mit dem Kohlezusatz gut filtrieren ]4Bt und ein 
polarisierbares Filtrat ergibt. 

Aus diesen Griinden wurden die Versuche auf folgende Weise unter 
nommen: Wenn man die erwaihnte Zuckerdifferenz unserer Garungen be- 
stimmen will, so durchschiittelt man zu bestimmter Zeit beide Kolben A 
und #2, und entnimmt jedem die gleiche Menge (z. B. 20 cem). B (Versuch 
mit Kohle) wird direkt ohne weiteres durch ein nasses quantitatives Filter 
filtriert, wahrend der aus A genommenen Fliissigkeit diejenige Kohlenmenge 
heigefiigt wird, die aus B entnommener Fliissigkeitsmenge entspricht, gut 
durchschiittelt und filtriert. Danach laBt sich auch das Medium von 4 klat 
filtrieren. A und B werden immer gleichzeitig filtriert, wm nachher polari 
siert zu werden. Die ganze Prozedur bis zur Erhaltung des Filtrats dauert 
bei einiger Ubung nicht tiber 1 Minute. Beim Filtrieren waren die Verhaltnisse 
in beiden Proben immer vollkommen gieich, und auBerdem wurden die ersten 
Kubikzentimeter des Filtrats nicht verwendet. Wie hervorgeht, wird bei 
diesem Versuch die auf der Kohle adsorbierte Zuckermenge nicht beriick 
sichtigt, sondern nur die in der Lésung verbliebene. Ganz natiirlich wurce 
die Lésung aufgekocht, um die Mutarotation des Zuckers bei spateret 
Beobachtung zu eliminieren. 

Die auf diese Weise erhaltenen Resultate lassen nicht die gesamte 
in einem der Medien enthaltene Zuckermenge erkennen, sondern nur 


') Die beschleunigte Garung in den rauhen CGefaBen der Garungs- 
industrie ist auf dasselbe Prinzip zurtickzufiihren. 
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die Differenz zwischen den vergorenen Zuckern, was uns bereits die 
obengenannte Giarungsbeschleunigung darstellt. 

Es mége an dieser Stelle eine Bemerkung beziiglich der Genauigkeit 
der erwihnten Methode eingeschaltet werden. Dieselbe ist nimlich 
keine vollkommen exakte, denn es vergiirt B schneller, d.h. es verringert 
schneller die Zuckerkonzentration. Nachdem die Adsorption von der 
Konzentration abhingt und nachdem mit geringerer Konzentration 
die Menge des adsorbierten Zuckers absolut genommen abnimmt, so 
wird die Fliissigkeit B im Polarimeter eine gréBere Ablenkung auf- 
weisen als wenn aus B die gleiche Zuckermenge wie aus A adsorbiert 
werden wiirde. AuBerdem entwickelt sich in B etwas mehr Alkohol, 
was zur Folge hat, daB von der Kohlenoberfliche etwas mehr Zucker 
in die Fliissigkeit eluiert wird als in der Probe A, wodurch auch die 
Differenz der Konzentrationen etwas vermindert wird, d. h. die auf 


60 % Zucker 
in Losung 











Abb. 3. 
A 200 ccm 7 proz. ZuckerlSsung (gekocht) + 10g Hefe. B wie A + 10g Kohle. 
I. Glucose. II. Liavulose. 


angegebene Weise erhaltenen Resultate werden etwas zu klein aus- 
fallen. Wie daraus hervorgeht, ist obengenannte Methode zwar nicht 
exakt, jedoch sind die durch dieselbe verursachten Fehler nicht zu 
groB, weshalb sie auch bedeutend genauere Resultate zeigt als die 
Gewichtsverlustmethode allein, was auch nachfolgende Resultate 
illustrieren. 

Zwei 300-cem-Erlenmeyerkolben A und B enthalten je 200 cem 7proz. 
Zuckerlésung, worauf Kolben B 10g Kohle zugesetzt wurden. In beide 
Kolben kamen darauf 10g Hefe und schlieBlich wurden beide bei 19° C 
der Garung unterworfen. Von Zeit zu Zeit wurde A durchgeschiittelt, 
der Fliissigkeit mit einem MeBzylinder 20ccm entnommen und dieser 
Menge 1g Kohle zugefiigt, worauf durchgeschiittelt, filtriert und polari- 
metriert wurde. Es wurden 10 ccm des Filtrats verwendet. Polarimeter 
nach Landolt-Lippich. Aus der in B enthaltenen Fliissigkeit wurden zu gleicher 
Zeit ebenfalls 20 cem entnommen und desgleichen filtriert und polarimetriert. 
Die Resultate sind aus der Abb. 3 ersichtlich. 
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Inwiefern diese Resultate mit denjenigen einerseits durch Ver- 
driangung des CO, durch Kohle erhaltenen (8S. 453) und andererseits 


durch Gewichtsverlust 

unter sonst streng gleichen 
Garungsbedingungen — tber- 
einstimmen, erweist Abb. 4. 


Wenn wir bloB die Differenz 
der Géarungsintensitéten  ver- 
folgen wollen, so ist man im- 
stande, auf diese Weise den 
Verlauf der Garung zweier ge- 
wohnlicherGarungsfliissigkeiten 
zu verfolgen, d. h. von welchen 
beide keine Kohle enthalten. B 

Dann wird bei  beiden 
Garungen analog wie oben 
bei Garung A _ vorgegangen. 





Abb. 4 

t aus der Abb.2. B— A’ aus der Abb. 2 
A— B aus der Abb. 3 

I. Glucose Il. Lavulose. 


Die zugefiigte Kohlenmenge in einem Teile der entnommenen Garungs- 


fliissigkeit soll so klein als méglich sein. 


Da ein analoger Versuch mit Saccharose infolge der stattfindenden 


es . . . hye 
stérenden Inversion nicht anstellbar ist, so wurde der ‘Versuch so 
ausgefiihrt, daB eine Mischung von Glucose zur Lavulose als 1: 1 


in derselben Gesamtkonzentration 
verwendet wurde. Einen so an- 
gestellten Versuch stellt die Ab- 
bildung 5 dar. 

Aus dem Diagramm sieht man, 
daB bei Girung dieser Mischung die 
Kurve der polarimetrischen Dre- 
hung ein flaches Maximum anzeigt, 
welches man auf die schnellere Ver- 
garung der Glucose beziehen kénnte. 
Es erscheint namlich die Erklarung 
plausibel, daB die Glucose zur 
Lavulose waihrend des erwahnten 
Maximums annahernd im Verhilt- 
nis ihrer polarimetrischen Drehung 

93,0 a ‘ 
etwa 525 1.78 vergairt, d.h. daB 
auf ein Mol Léavulose beilaufig 
1,78 Mol Glucose entfallt. 


rhsarehung 


der 


~ - 7 = ry 


Abb. 5 
1 200 ccm 7proz. Lésung der Glucose 
Lavulosemischung 1:1 + 10g Hefe. 
B wie A + 5g Kohle 
© 200 ccm 7 proz. Lésung der Glucose: 
Lavulosemischg. 1,78: 1 + 10g Hefe. 
T 1° C. i= 100mm 


DaB im Diagramm die Kurven A und B nebeneinander verlaufen, 
bedeutet weiterhin, daB die Kohle auf das Girungsverhiltnis keinen 
Einflu6B hat, weil sonst in vorliegendem Falle der Kurve B ein ganz 
anderer Verlauf vorstiinde. Das Vergirungsverhiltnis der Glucose 
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zur Lavulose hangt nimlich, wie bekannt, mit der Anderung des 
Konzentrationsverhiltnisses |: 1 beider Zuckerarten zusammen. Nach- 
dem die Glucose schneller vergart., andert sich das Verhaltnis 1: | 
zugunsten der Lavulose; infolge davon andert sich auch das Garungs- 
verhaltnis 1: 1,78 zugunsten der Livulose, was zur Folge hat, dab 
letztere schneller vergirt als es diesem Vergirungsverhaltnis ent- 


sprechen sollte. Daher auch die rasche Abnahme der Drehung der 
Polarisationsebene Selbstverstandlich haben diese Werte insofern 


einen relativen Wert, da sie vermutlich mit Anderung der Versuchs- 
hedingungen zeitlich Verschiedenheiten aufweisen werden. Bei einigen 
Kreuzversuchen mit Konzentration der Livulose-Glucosemischung 
1: 1,78 zeigte sich, dab die Vergarung noch mehr zugunsten der Glucose 
ausfallt, wie es von der Kurve C der Abb. 5 illustriert wird. In diesem 
Falle bewegt sich die Drehung nach links infolge bedeutend schnellerer 
Vergirungsgeschwindigkeit der Glucose Das Garungsverhaltnis der 
Glucose zur Livulose hangt bekanntlich in bedeutendem MaBe von 
der Art der Hefe ab 

Die Bestimmung der bei der Garung obiger Mischungen angefiihrten 
polarimetrisch bestimmten Verhdéltnisse mul an der Hand quantitative: 
Analyse der verwendeten Zuckersorten in den Garungsfliissigkeiten ergéanzt 
werden, wofiir besondere Untersuchungen im Gange sind. 


s . =) . , 
Uber die Ursachen der Girungsbeschleunigung durch Kohle. 


Wie bereits zu Beginn erwahnt wurde, halt Abderhalden die Ent- 
stehung des Acetaldehyds als annehmbarsten Grund der Beschleunigung 
Die oben erwaihnten Versuche hatten jedoch ergeben. dab die Ver- 
dringung der Kohlensaiure durch die Kohle zur Geltung kommt und 
nachdem andererseits CQ, als Hemmungsstoff die Lebenstatigkeit der 
Hefe beeinflubt, mub die Frage der Giairungsbeschleunigung mit dieser 
von Séhngen') ausgedriickten Auffassung in Finklang gebracht werden. 
Nach Boussingault*) hat die Verdriangung von CO, unter dem_ ver- 
minderten Druck eine bedeutende Beschleunigung der Garung zar 
Folge. Da Séhngen annimmt, dab eben diese CO,-Verdrangung durch 
Kohle eine Hauptursache der Beschleunigung ist, so war es notwendig 
einen Versuch unter vermindertem Druck mit Kohle anzustellen 
Wenn dieser Versuch dieselben Resultate zeigt, wie jener unter ver- 
mindertem Druck ohne Kohle. so ware dies ein Beweis dafiir, daB die 
Garungsbeschleunigung bloB durch Verdrangung von CO, verursacht 
wiire. 

Dieser Versuch wurde in folgender Weise unternommen: In vier 
Erlenmeyerkolben von je 150 cem Inhalt kamen 100 cem 7proz. Glucose 


1) Séhngen, Centralbl. f. Bact. 38, IT, 621, 1918. 
2) Boussingault, C. r. 91, 373. 1900. 
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(gekocht) bzw. Lavuloselésung. Die Giarung in A und B findet unter 
normalen, wahrend die in C und PD unter vermindertem Druck von etwa 
100mm Hg statt. Auberdem erhalten B und PD) je 5g Kohle. In allen 
Proben 5 g¢ Hefe. Temperatur im Thermostaten 22°C. Um einen Vergleich 
zwischen den Proben ziehen zu kénnen, setzt man A und C nach bestimmter 
Zeit der Garung je 5g Kohle bei, um damit beilaufig dieselbe Menge an 
Zucker aus dem Medium durch Adsorption zu entziehen. Diesen Versuch 
zelut das beigeftigte Protokol! an. 





Temperatur 32° C. 
i 100 com ( wie A 
7 proz. Zuckers Bowie A mit D wie ¢ 
Zuckerart losung + 5g Kohle vermindertem + 5g Kohle 
+ 5g Hefe Druck 
Proz Proz Proz Proz 
Glucose nach 6 Stdn. 4.56 3.45 3.70 2,82 
Liavulese . S =« 3.99 3,08 348 2.50 


Man sieht deutlich, daBb die Zuckerkonzentration in C immer 
geringer ist als in A, d. h. die unter vermindertem Druck stehende 
Fliissigkeit vergiirt schneller als die unter normalen Bedingungen 
stehende. Die Ursache dieser Frscheinung liegt an der Nohlensiure- 
verdringung aus der girenden Fliissigkeit und gleichzeitig auf etwas 
verminderter Konzentration des Alkohols durch Verdunstung.  Ver- 
gleichen wir aber die Garungen in C und PD), so sehen wir, dab die Garung 
in der Probe, welche unter vermindertem Druck steht und mit Kohle 
versetzt wurde, eine weit gréBere Girungsgeschwindigkeit aufweist 
als die Probe, welche ohne Kohle unter demselbem Druck stand, 
obwohl im letzten Falle die CO,-Verdringung durch Kohle nicht in 
Frage kommt. Wir sehen also, daB die Kohlensiureverdrangung durch 
Kohle keinesfalls der einzige Faktor ist, welcher die Garungsbeschleuni- 
gung durch Kohle hervorruft. Diese Tatsache kénnte vielleicht im 
Sinne der Abderhaldenschen Annahme gedeutet werden. Wie sich die 
einzelnen Komponenten der Garungsbeschleunigung zueinander ver- 
halten, muB weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben 

Auf Grund der obenerwihnten Versuche kann geschlossen werden 
da die Giarungsbeschleunigung, d.h. die schnellere Zuckerzersetzung 
durch Hefe in Gegenwart von Kohle nicht durch eine einzige Ursache 
hedingt ist, sondern eine Resultante mehrerer Komponenten darstellt 
von denen uns folgende bekannt sind: a) der durch Neuberg und 
Abderhalden als girungsfirdernd erwiesene Acetaldehyd; b) die durch 
Kohle verursachte Kohlensiureverdrangung und daher verminderte 
CO,-Konzentration in der Girungsfliissigkeit und c) die Adsorption 
des entstehenden Alkohols durch Kohle, wodurch gleichfalls ein stark 
hemmender Faktor der Fliissigkeit entzogen wird. (Um die Rolle des 
letztgenannten Faktors festzustellen, wurden besondere Versuche unter 
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nommen, welche ergaben, daB unter den zuvor erwahnten Versuchs- 
bedingungen etwa 16 bis 18 Proz. des gesamt entstehenden Alkohols 
adsorbiert werden. 

Es ist wohl wahrscheinlich, da®B die Garungsbeschleunigung durch 
Kohle auch durch andere Komponenten verursacht wird. Es ist denkbar, 
dai auch die Adsorption der Hefezellen an Kohle im Sinne eines mechanischen 
Reizes wirkt. 

Zum SchluB sei hervorgehoben, da8 die erwihnten Tatsachen sowohl 
fiir verschiedene Zuckerkonzentrationen als auch verschiedene Hefe- 
priparate, sowie verschiedene Arten von Kohle ihre volle Geltung behalten. 


Es obliegt mir nun noch die angenehme Pflicht, meinem ehemaligen 
hochverehrten Lehrer und Chef und Institutsvorstande, Herrn Prof. 
Dr. M. Miculicich, fiir die mir in jeder Hinsicht erwiesene breitziigige 
Unterstiitzung bei der Arbeit meinen besonderen und innigsten Dank 
auszusprechen; Dank schulde ich auch Herrn Prof. fiir technische My- 
ecologie Dr. ZL. Gutschy, dem ich manche Anregung und Beratung zu 
verdanken habe. 
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Die Milchsiure als intermediires Produkt des anoxybiotischen 
Kohlehydratumsatzes in der Tierzelle. 


Ve m 
Julius Stoklasa. 


(Aus dem staatlichen radiologischen Institut in Prag.) 
(Eingegangen am 8&8. Februar 1927.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Schon Pasteur hat gezeigt, dab die Garung, und zwar sowohl die 
Alkoholbildung, wie die Milchsaiurebildung, als eine Form der Energie- 
gewinnung, die des freien Sauerstoffs nicht bedarf, zu deuten ist. 
Dubois-Reymond') hat diesen Vorgang der Milchsiurebildung im 
Muskel als einen FermentationsprozeB aufgefabt. 

Erst in den S0er Jahren gelang es Claude Bernard?), ein glyko- 
lytisches Ferment aus dem Muskel zu isolieren, welches seiner Meinung 
nach die Milchsiurebildung bewirkt. Alle diese Forschungen erbrachten 
nicht den positiven Nachweis, daB die Milchsiure durch einen rein 
enzymatischen ProzeB entsteht. IJch war mit meinen Untersuchungen 
der erste, dem es gelang, aus dem Tierorganismus Enzyme zu isolieren, 
die eine Milchsdéurebildung hervorrufen. Ich publizierte diese Entdeckung 
im Marz 1903 im Zentralblatt fiir Physiologie*). 

Carl Oppenheimer hat schon in seinem bekannten Buche .,Die Fermente 
und ihre Wirkungen* (Verlag von F.C. W. Vogel, Leipzig 1903), meine 
Befunde zitiert. Er sagt woértlich: ,,Soeben veréffentlichte Resultate von 
Stoklasa, Jelinek und Oe rny scheinen nun tatsachlich meine vorlaufigen 
Resultate zu bekraftigen, da ihnen der Nachweis eines echten, milchsaéure- 
bildenden Enzyms in den tierischen Organen und im Blute gelungen ist. 
Sie konnten es aus den Organen nach der Buchnerschen Methode isolieren 
und erhielten ziemlich betrachtliche Mengen Milchsaure.* 

In der Auflage aus dem Jahre 1913 auBerte sich Oppenheimer wie folgt: 
»Der einzige gelungene Versuch, das Alkohol und Milchsaéure bildende 
Ferment aus den Tiergeweben herauszubekommen und seine Wirkungen 


1) Dubois -Reymond, Sitz.-Ber. d. Berl. Akad. 1859, S. 288. 

2) Claude Bernard, Legons sur le diabéte, 8. 328, Paris 1877; Cours de 
physiologie au Collége de France 1, 379, 1886. 

3) J. Stoklasa, J. Jelinek, T. Cerny, Zentralbl. ¢. Physiol. 14, H. 25, 
Marz 1903. 
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frei von Zellen zu demonstrieren (Stoklasa) wird in der heftigsten Weise 
bestritten; die Bedingungen, unter denen neben der Milchsaéure auch Alkohol 
entsteht, sind véllig undurchsichtig.* 

Oppenheimer hat damals in seinen Publikationen darauf hingewiesen, 
dab es niemand gelungen ist, meine Befunde beziiglich der aus dem Tier- 
kérper isolierten glucolytischen Enzyme, welche die Milchséure- und Alkohol- 
bildung bewirken, zu widerlegen. Er hat damals .bereits konstatiert, daB 
die von Stoklasa aus der tierischen Zelle isolierte Zymase Alkohol und 
Kohlendioxyd und daneben in reichlicher Menge Milchsaure bildet. 


Ich war nicht nur der erste, welcher aus dem Pflanzenorganismus 
die Enzyme isolierte, die die Milchstiurebildung hervorrufen, und kon- 
statierte, dab sich beim anoxybiotischen ProzeB im pflanzlichen 
Organismus stets Milchsiure bildet, sondern es ist mir auch gelungen, 
aus dem tierischen Organismus zum ersten Male die glykolytischen 
Enzyme zu isolieren, die eine Milchsiurebildung aus den Hexosen 
verursachen. 


Schon damals, vor 24 Jahren, stellten wir fest, daB in den Tierorganen, 
und zwar in der Lunge, im Muskel und im Blute, sich Enzyme vorfinden, 
welche die Milchsaéurebildung und alkoholische Garung aus der Glucose 
bewirken. Bei allen unseren Versuchen sind bloB diejenigen Resultate 
beriicksichtigt worden, bei denen ein vollstandiger Ausschlu®B von gérungs- 
erregenden Mikroben stattgefunden hatte. Ich konnte auf Grund der da 
maligen Versuche konstatieren, daB in den alkoholisch-atherischen Nieder- 
schlagen im reinen PreBsaft der Tierorgane Enzyme vorhanden sind, welche 
sofort eine Milchséuregarung und alkoholische Garung hervorrufen. Ich machte 
bereits damals darauf aufmerksam, daB durch die Bildung der Milchsaiure 
aus der Glucose nicht nur die Tatigkeit des die alkoholische Garung bewirken- 
den Enzyms gestért wird, sondern daB auch durch das Vorhandensein der 
freien Milchsaure die Milchsaiuregarung selbst behindert ist. Durch Hinzu- 
fiigen von Tricalcium- oder Trikaliumphosphat wird allerdings die schiadliche 
Wirkung der Milchséure paralysiert und der weitere Fortgang der Milch- 
siuregérung unterstiitzt. Lassen wir den Alkohol oder Ather bei der Iso- 
lierung des Enzyms linger wirken, so bemerken wir, daB das die alkoholische 
Gaérung bewirkende Enzym geschwiicht wird und die Garung erst nach 
12 bis 24 Stunden eintritt, und zwar eine vorwiegende Milchsaéuregirung. 

In meiner Publikation ,,Sind glykolytische Enzyme im Tierkérper vor- 
handen ?**') habe ich im Jahre 1905 iiber meine mit aus frischen Muskeln 
dargestellten Enzymen ausgefiihrten Versuche berichtet. Ich konstatierte, 
daB bei sofortiger Géirung stets Milchs&éure in verhaltnismaébig gréberen 
Quanten auftritt. Auch in meiner Arbeit ,,Uher die glucolytischen Enzyme 
im Pankreas‘***) konnte ich die Milchséure als erstes Produkt der glucolyti- 
schen Prozesse feststellen. 

Dann erst trat Embden*) im Jahre 1912 tnd 1914 mit seiner Arbeit 
iiber die Bildung der Milchsaéiure im PreBsaft des Saéugetiermuskels bei 


') Julius Stoklasa, Zentralbl. f. Physiol 18, Nr. 25, 11. Marz 1905. 

2) Derselbe, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, H. 1, 1909. 

3) Embden, Kalberlah und Engel, diese Zeitschr. 45, 45, 1912; Embden, 
Griesbach und Schmitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 98, 1, 1914/15. 
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Zugabe von Hexodiphosphorsaure hervor. Dieselbe Erscheinung konstatierte 
auch Bierry und Moquet'). 

Im vergangenen Jahre publizierte dann O. Meyerhof*) in dieser Zeit- 
schrift eine Arbeit ,.Uher die enzymatische Milchsaurebildung im Muskel- 
extrakt’, in der er meine friitheren Forschungen vollkommen bestatigt. 
Es ist ihm ebenfalls gelungen, die Abtrennung des Milchsaiure bildenden 
Ferments aus dem Muskel zu vollziehen, und er kam zu einem abhnlichen 
Resultat daB nimlich die Haltbarkeit des Ferments sehr gering ist, und 
daB jedenfalls die Energie des Enzyms durch Phosphatzusatz erhéht wird, 
was ich ebenfalls vor 25 Jahren beschrieben hatte. 


Wir haben auch weiterhin mit unseren Mitarbeitern auf Grund 
moderner Apparatur und Versuchsmethodik den Kohlehydratumsatz 
in der tierischen Zelle sehr intensiv weiter verfolgt und gelangten zu 
dem Ergebnis, daB die mit meinen Mitarbeitern vor 25 Jahren erzielten 
Befunde vollkommen richtig sind 

Im Jahre 1916 stellten Neuberg und Fdrber das <Auftreten von 
Acetaldehyd als Durchgangsprodukt im intermediaren Kohlenhydratstoft 
wechsel fest. Mit Hilfe des zweiten von Newberg und Reinfurth inaugurierten 
biochemischen Abfangverfahrens ist es gelungen, den Acetaldehyd bei 
Atmung der Froschmuskulatur der weiteren Verbrennung zu entziehen 
und in Form des Anhydro-Acetaldehyd-bis-dimethvleyvklohexandions (Acet- 
aldomedon) substantiell zu fassen. Det Fixation des als Zwischenglied auf 
tretenden Acetaldehyds stehen mehrere Verfahren zur Verfiigung, dir 
Neuberg mit Farber, Reinfurth, Hirsch u. a. angegeben hat 4). 

Nach dem Erscheinen dieser Arbeiten ging ich sofort daran, mich 
zu iiberzeugen, ob sich bei der durch die Enzyme hervorgerufenen Milch 
siure- und alkoholischen Garung auch stets Acetaldehyd bildet 

Wir haben zu diesem Zwecke weitere neue Versuche mit nach 
unserer Methode isolierten Rohenzymen vorgenommen, und zwar in 
derselben Weise, wie wir dies in zahlreichen unserer fritheren Arbeiten*) 
bereits beschrieben haben, nur daB wir neben Kohlendioxyd, Milch- 
siiure. Alkohol und Essigsiure auch stets den Acetaldehyd bestimmten 
Als Antiseptikum wurde 2proz. Salicylsaure und 2proz Toluol an 
gewendet. Die Resultate sind in Tabelle | angefiihrt 


') H. Bierry und L. Moquet, C. r. de la Soc. de biol. 91, 250, 28. Juni 
1924; 93, 322, 4. Juli 1925. 

2) O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, H. 4,6, 395, 1926. 

3) Carl Neuberq und E. Fdrber, diese Zeitschr. 78, 238. 1916; Carl 
Neuberg und E. Reinfurth, ebendaselbst S9, 365, 1918; 92, 234, 1918; 
C. Neuberg und J. Hirsch, ebendaselbst 100, 304, 1919; 106, 281, 1920; 
C. Neuberqg, J. Hirsch und E. Reinfurth, ebendaselbst 105, 307, 1920; 
J. Hirsch, ebendaselbst 184, 415, 1922; 117, 113, 1921; C. Newberg und 
A. Gottschalk, ebendaselbst 146, 164, 1924; 158, 253, 1925. 


4) J. Stoklasa, V. Int. Kongr. f. angew. Chem, Berlin, 3. Juni 1903; 


Stoklasa und C rny, Chem. Ber. 36, 662, 1903; J. Stoklasa, Arch. f. d. ges. 
Phys. 101, 1904. 
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Tabelle I. 


Rohenzym aus frischen Muskeln. Die Zahlen sind auf 10g Rohenzym 


umgerechnet. 





Menge des bei der Garung entstandenen Gesamtmenge 

Art der Lésung, COz, in g as i 3 
in_der die ° eSki ose be de 
Garung Z Y = 5 | 24¢ 32 v5 

‘ahi der Stunden ‘ v= <7 vee 
erfolgte 3 = = <3 “S'S 

a] = 

12 24 48 72 96 g g g g g 


; = 0,263 0.513 0,052 0.048 0,029 0,905 0.316 O.854 > 0.188 0.284 
yo ocem | y'946 | 0417 0.077 0,053 0,012 0,905 0,406 0,776 0152 0,324 
3 | a 0,282 0,596 6,096 0.014 0,081) 1.019 0.377 0.916 | 0.268 0,372 

’ : 0.199 0,694 0,061 0,082 0,018) 1,004 0.511 0.683 0.174 0369 


- ho 


Durch diese Resultate wurde bestdtigt, dap sich neben Kohlendioxyd, 
Milchsdure, Alkohol und Essigsiure stets Acetaldehyd als intermedidres 
Produkt bildet, wie es Neuberg und seine Schiiler bewiesen hatten. 

Um den Nachweis zu erbringen, daB die Milchsaure- und alkoholische 
Garung nur durch die Enzyme und nicht durch die Bakterien hervor- 
gerufen wird, haben wir nachfolgende Experimente vorgenommen: 

In mehrere Kolben wurden je 50 cem einer 15proz. Glucoselésung, 
der 5g des betreffenden Rohenzyms zugefiihrt wurden, gebracht und 
hierauf der gesamte Inhalt des Kolbens gut sterilisiert. In diese 
sterilisierten Kolben wurde unter Beobachtung aller Kautelen je 
10 cem des Inhalts jener Kolben iiberimpft, welche nach Beendigung 
des in der Tabelle angefiihrten Versuchs resultierten. 

Die Ergebnisse dieser Experimente zeigten, dab, trotzdem wir 
10 ccm der Lésung benutzt haben, nach einer Wirkungsdauer derselben 
von 72 Stunden nur 5 bis 16 mg gasférmiges Kohlendioxyd ausgeschieden 
worden ist. Es ist klar, daB, wenn Bakterien vorhanden gewesen oder 
noch vorhanden wiiren, sich mindestens eine zehnfache Kohlendioxyd- 
menge hatte bilden miissen. 

DaB <Acetaldehyd im intermediaren Stoffwechsel der Muskulatur 
entsteht, hat bereits Hirsch!) vermutet und tatsachlich nachgewiesen. 
Es liegt demnach auf der Hand, daB sich bei der Milchséure- und Alkohol- 
garung der aus der Muskulatur isolierten Enzyme Acetaldehyd bilden muB. 

Heute ist uns der Chemismus des Kohlehydratumsatzes in der pflanz- 
lichen Zelle schon ziemlich klar. Was den tierischen Organismus anbelangt, 
so hat Hirsch angedeutet, daB bei der Glykolyse die Alkoholproduktion, 
die ich stets verteidigt habe, durch die Feststellung des Acetaldehyds 
im Bereich der Méglichkeit liegt. Der enzymatische Abbau des Hexose- 
molekiils und die anoxybiotische Milchséiurebildung in der tierischen 
Zelle ist noch immer ein offenes Problem, das noch nicht genau durch- 
forscht worden ist. Es liegen zwar die Arbeiten von Embden, Fletcher, 
Hill, Hirsch, Hopkins, Meyerhof, Neuberg, Parnas, Ransom, Thunberg vor, 


1) Hirsch, diese Zeitschr. 134, 1 bis 4, 1922. 
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aber der ganze Vorgang ist noch nicht restlos geklart; Meyerhof ist sogar 
der Ansicht, da8 im AnschluB an die anaerobe Milchséurebildung des 
titigen, sowie des ruhenden Froschmuskels ein oxydativer ProzeB mit dem 
respiratorischen Quotienten 1 einsetzt, durch den die Hauptmenge 
bzw. ein Teil der vorhandenen Milchsiure wieder zu Glykogen resynthesiert 
wird. 

Nun treten wir zur Besprechung der Experimente beziiglich der 
Bildung der Milchséure bei der anoxybiotischen Atmung der Tierorgane. 

















Abb. 1 
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Methodik. 


Anordnung der Apparate. 


Die Anordnung der Apparate war, abgesehen von einzelnen nétigen 
Modifikationen, dieselbe, wie bei unseren friiheren bereits zitierten Arbeiten. 
In den Zylindern CC befindet sich entweder destilliertes Wasser ode1 


2.5- bis 3proz. sterilisierte Glucoselésung. Die Zylinder mit der Lésung 


wurden sterilisiert und im Inkubationsstadium belassen. Die einzelnen 
Tierorgane wurden in einer 0,5proz. Sublimatlésung erst 30, dann 10 und 
5 Minuten bzw. 50, 20 und 10 Minuten sterilisiert, hierauf mit sterilisiertem 
Wasser abgespilt und sofort unter Verwendung einer Flamme bei ihrer 
Kintragung in die Zylinder, in das destillierte Wasser oder in die Glucosel6sung 
getaucht. Durch diese Fliissigkeit wurde jeden Tag 10 Stunden lang ein 
Strom von reinem Wasserstoffgas hindurchgetrieben. Der der Gasbombe 
entstro6mende Wasserstoff passierte zuniéchst die mit destilliertem Wasser 
beschickte Waschflasche H,O, dann die U-Réhre CUO, welche Kupferoxyd 
enthielt, sodann eine mit konzentrierter Natriumhydroxydlésung gefiillte 
Drechselsche Waschflasche NaOH und weiter eine ebensolche dritte und 
vierte Ps Ps, welche eine alkalische Lésung von Pyrogallussaure (5 ¢ Pyro- 
gallussiure in 15 cem Wasser und 120 ¢g KOH in 80 cem Wasser) enthielten, 
und schlieBlich eine fiinfte Flasche, welche mit 0,5proz. Sublimatlésung 
HgCl, beschickt war. 

Wenn wir die Einwirkung der Radiumemanation auf die anaerobe 
Atmung studierten, so wurde das Emanatorium hinter der fiinften Flasche 
angebracht. Das Emanatorium enthielt das Joachirmsthaler Material fiir 
die Darstellung des Radiums (Erzlaugriickstande), welches vollstandig von 
Uran befreit war und nur Radiumsalze aufwies. Die entstandene Emanation 
wurde durch den kleineren Zylinder in den gréBeren Zylinder gefiihrt. 

Den 40 bis 60cm hohen Zylinder C von 10 bis 12 em Durchmesser 
schliebt ein gut sitzender Kautschukpfropfen, der 4 ¢m tief in den Zylinder 
hineinragt. Auf den Zylinder ist ein mit Quecksilber gefiillter Glasbehalter 
so aufgesetzt, daB der obere Teil des Zylinders und der Kautschukpfropfen 
vollstandig in Quecksilber getaucht sind und die Quecksilbersaéule um 
| bis 2em hoher ist, alsder Kautschukpfropfen, so daB keine Luft eindringen 
kann. Durch den zweimal gebohrten Pfropfen fiihren zwei Glasréhren, von 
denen die zuleitende (z) fast bis zum Boden des Zylinders reicht, um in den 
Apparaten, in welchen wir frisch zubereitetes Calciumsulfit in Anwendung 
gebracht haben, das Calciumsulfit, welches sich am Boden sammelt, fort- 
wahrend in Bewegung zu halten. Die ableitende Réhre (a) des Liebigschen 
Kiihlers (A) iiberragt den unteren Rand des Pfropfens um 5e¢m. Sie stellen 
(wie aus Abb. | ersichtlich), die Verbindung mit zwei kleineren, 11 ¢m hohen 
Zylindern CHg,, CHg., von 5 em Durchmesser her, die eine 4 em hohe 
Quecksilberschicht enthalten. In den kleinen Zylinder, in den die Ableitungs- 
rohre a fiihrt, miindet eine knieartig gebogene, mit einem AblaBhahn ver- 
sehene Réhre r, die in das Quecksilber eintaucht. Die in Quecksilber 
tauchenden Réhrenteile sind mit sterilisierter Baumwolle gefiillt. Dasselbe 
gilt von der in die kleinen Zylinder hineinragenden Miindung des Zu- 
leitungs- und Ableitungsrohres z und a. Das Ableitungsrohr reicht bis in 
das Quecksilber des zweiten kleineren Zylinders und ist ebenfalls mit 
sterilisierter Baumwolle gefiillt. 

AuBer dem Rohre a miinden, wie schon erwahnt, noch zwei andere, 
knieartig gebogene, mit Hahnen versehene Roéhren r und r, in’ diesen 
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Zylinder CHg,. Die eine (r) verbindet ihn mit den Absorptionsapparaten 
fiir Luftreinigung, wahrend die andere (r,) zum Heraustreiben des eventuell 
noch zurtickgebliebenen Kohlendioxyds dient. 

Die Gase passieren nach ihrem Austritt aus dem Zylinder CHg, 
zuerst einen Winklerschen Absorptionsapparat (H,SQO,), der mit konzen- 
trierter Schwefelsiure gefiillt ist, dann ein 25em hohes, 2,5cem weites 
U-Rohr (CuSO,) mit Kupfervitriolbimsstein, ferner ein zweites U-férmiges 
Rohr (CaCl,), welches Chlorealetum enthalt, das haufig erneuert wird. 
Das vollig getrocknete Kohlendioxyd passiert zuerst eine U-Réhre (Na, CaQ,), 
welche mit ausgegliihtem Natronkalk gefiillt ist, sodann den mit Kalium 
hydroxyd (Lésung 2 : 3) gefiillten Geisslerschen Apparat. Um die aus diesem 
entweichende ganz unbedeutende Menge Wasser und Kohlendioxyd aut 
zufangen, sind weiter mit festem Kaliumhydroxyd und Caleiumehlorid 
gefiillte U-Réhren (CaCl, KOH) vorgelegt. Weiter riickwarts befindet 
sich noch ein U-férmiges Schutzrohr, dazu bestimmt, das in der Luft ent 
haltene Kohlendioxyd und die Feuchtigkeit abzuhalten. Es ist mit Calcium 
chlorid und Kaliumhydroxyd gefillt und mit dem Aspirator verbunden. 
Die beiden Apparate Na,CaQO, sowie der Geisslersche Apparat KOH und 


die Réhre (CaCl, KOH) wurden vor und nach dem Durchleiten der 
(rase gewogen. Natiirlich wurde der Wasserstoff aus dem Absorptions 
apparat mit kohlendioxyd- und wasserfreier Luft herausgetrieben. Die 


Zylinder (C und C) samt den Pfropfen, sowie auch ein Teil der Réhren 
tauchten in einen kupfernen Thermostaten, der (wie aus Abb. | ersichtlich) 
mit zwei Thermometern und einem genauen Atherthermoregulator, sowi 
auf beiden Seiten mit Glasscheiben versehen ist, damit die Vorgiéinge in 
den Zylindern verfolgt werden kénnen. Die Zylinder samt Stopfen und 
zugehérigen Réhren, sowie der Kiihler wurden sterilisiert. 

Die Pfropfen der Zylinder wurden dureh UbergieBen mit geschmolzenem 
Paraffin véllig undurchlassig gemacht. Die oberen Offnungen des kupfernen 
Thermostaten wurden volistandig mit Watte verstopft, die mit Carbolsaur 
impragniert war. 

Wir arrangierten die Experimente so, daB in jedem Thermostaten zwei 
Parallelversuche ausgefiihrt wurden. Die erste Gruppe der Experimente 
umfabte die Kontrollversuche, welche ohne Einwirkung der Radioaktivitat 
vor sich gingen. Die zweite Gruppe bezweckte die Feststellung das 
Einflusses der Radinmemanation bzw. der Beta- und CGammastrahlen, 
sowie der reinen Gammastrahlen auf den anaeroben Stoffwechsel der Tier 
organe, sowie seiner Beziehungen zur Milchsaéure-und alkoholischen Garung. 
Bei den Versuchen beziiglich des Einflusses der Beta- und Gammastrahlen 
wurden Glasréhren oder Glaslinsen in den Zylinder gebracht, welche ent 
weder radioaktives Material, und zwar Erzlaugriickstande, oder komprimiert: 
Radiumemanation enthielten. Bei den Versuchen zur Bestimmung des 
Einflusses der Gammastrahlen wurden die mit radioaktivem Material ode 
mit komprimierter Radiumemanation gefiillten Glasréhren in Bleiréhren 
von 2mm Starke eingeschmolzen, und mit einer schwachen Paraffin 
schicht tiberzogen. 


Bei den Versuchen mit Alphastrahlen wurden pro 100 g Trockensubstanz 


20 Liter Wasserstoff mit Radiumemanation verwendet. Die Starke der 
Radiumemanation betrug pro 1 Liter 60 ME, entsprechend 8184 . L0~* meu 
21840.10-l2 ¢ Ra 0,00002184 mg Ra. 


Bei den Versuchen mit Beta- und Gammastrahlen wurden fiir 100 ¢ 
Trockensubstanz 100 ¢ des Joachimsthaler Materials zur Gewinnung von 
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Radium, der sogenannten Erzlaugriickstaénde, angewendet. Diese 100g 
wurden in Glasréhren (Beta- und Gammastrahlen) bzw. in Bleiréhren 
(Gammastrahlen allein) eingeschmolzen; es wurden fiinf bis sechs Stiick 
dieser Réhren verwendet. Die Anordnung des Versuchs war folgende: 
Es wurden gréBere Zylinder verwendet, damit mehr Material zur An- 
wendung kommen kann, und das abgeleitete Kohlendioxyd wurde in 
Erlenmeyerkolben, die mit konzentriertem Natriumhydroxyd gefiillt waren, 
absorbiert. Die Apparatur war in einem groBen Thermostat aufgestellt, 
wo ihr reiner Wasserstoff zugefiihrt wurde. Die Temperatur im Thermostat 
betrug 37 bis 38°C. Die Versuche dauerten 3 bis 6 Tage. Es ist hierbei 
folgendes in Erwagung zu ziehen: 

In der Ionisationskammer des Schmidtschen Elektrometers halt 1 g 
Nasturan unter verschiedenen Bedingungen bei der Spannung des 
Sattigungsstromes einen elektrischen Strom aufrecht, welcher dem Ioni- 
sationseffekt folgender Mengen radioaktiver Stoffe entspricht: 

1. Falls 1g Nasturan 

a) in einer kleinen Glasréhre eingeschmolzen ist (Beta- und Gamma- 
strahlen): 
0,08 ME 2,91 . 10-5 meu 29,1.10-!2g¢ Ra; 
b) in einer Bleiréhre von der Wandstarke 2 mm eingeschmolzen ist 
(Gammastrahlen allein): 
0,017 ME = 6,2. 10-9 meu = 6,2.10-" g Ra; 
ec) lose aufgeschiittet ist: 
78 ME = 2,84.10-5 meu = 28400.10—-!2g Ra, 
2. Falls 1g Erzlaugriickstande 
a) in einer Glasréhre eingeschmolzen ist (Beta- und Gamma- 
strahlen): 
0,15 ME = 5,46.10—-8 meu = 54,6.10-1!2g¢ Ra, 
b) in einer Bleiréhre von der Wandstarke 2 mm eingeschmolzen ist 
(Gammastrahlen allein): 
0,02 ME = 7,28. 10-9 meu = 7,28. 10-12 g Ra, 
c) lose aufgeschiittet ist: 
90 ME = 3,27. 10-5 meu = 32760. 10-2 g Ra. 


Die Bleiréhren waren in sehr feiné Gummi gehiillt. 


Durchfiihrung der neuen Atmungsversuche. 


Wir bedienten uns wieder der beschriebenen Apparatur, und die 
ganze Manipulation ging unter strenger Wahrung aller Kautelen der 
Asepsis vor sich. Wir beriicksichtigten nur diejenigen Resultate, bei 
welchen wir uns durch GelatineplattenguB, sowie durch Impfung mit 
der Platinédse in Zuckerbouillon mit untriiglicher Sicherheit tiberzeugt 
haben, daB wir unter vélligem AusschluB von Mikroben arbeiten, und 
da8 sich alle Tierorgane in einem vollstaindig bakterien- und hypho- 
mycetenfreien Medium befinden. Auch von der vélligen Abwesenheit 
der anaeroben Bakterien haben wir uns nach der Methode Frdnkl- 
Hueppe iiberzeugt. Daher kénnen wir mit absoluter Bestimmtheit 
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erklaren, daB die Phasen der anaeroben Atmung der Tierzelle, und 
zwar die Bildung von Milchsaure bei vélliger Abwesenheit von Bakterien 
stattgefunden hat. Die Zylinder wurden mit sterilisierten, gut an- 
liegenden Pfropfen, die mit den in meinen zitierten Arbeiten  be- 
schriebenen Apparaten verbunden waren, verschlossen und die Ver- 
schluBstelle samt den Pfropfen durch UbergieBen mit geschmolzenem 
Paraffin véllig undurchlassig gemacht. Wie schon erwahnt, befindet 
sich eine Quecksilberschicht tiber dem Pfropfen. Durch die Zylinder 
wurde reines Wasserstoffgas, und zwar zu 18 bis 20 Liter, innerhalb 
24 Stunden getrieben. 

Wahrend des Atmungsprozesses wurde die Lésung, in welcher 
sich die Tierorgane befanden, vollstaindig klar, sie zeigte keinerlei 
Triibung. Wies die Lésung eine Triibung auf, die durch Bakterien 
hervorgerufen wurde, so schalteten wir den Versuch aus. Zu den Ver- 
suchen beziiglich der anaeroben Atmung wurden die einzelnen Tier- 
organe entweder in sterilisiertes Wasser oder in 2,5 proz. Glucoselésung 
gebracht. Man verwendete etwa 300 bis 500 ccm der betreffenden 
Fliissigkeit, so daB sich die Tierorgane 5 bis 10 cm unterhalb der Ober- 
flaiche des Wassers bzw. der Glucoselésung befanden 

Nach Beendigung der Versuche zeigten die Tierorgane ein voll- 
kommen frisches Aussehen und man konnte nur einen ganz leichten 
Alkoholgeruch konstatieren. 

Um uns zu iiberzeugen, daB der ganze ProzeB der anaeroben Atmung 
ohne jegliche Mitwirkung der Bakterien stattgefunden hat, fiihrten 
wir nachstehende Experimente aus: 100 bis 200g sehr sorgfiltig 
sterilisierter Tierorgane, in denen die Enzyme vollstaindig vernichtet 
waren, wurden in einem sterilisierten Atmungsapparat in sterilisierte, 
2,.5proz. Glucoselésung getaucht und dann mittels sterilisierter Pipette 
mit 5cem Garfliissigkeit aus den einzelnen Atmungszylindern geimpft 
Dabei beobachteten wir, ob Milchsiure entsteht. Bei keinem unserer 
ganz exakt ausgefiihrten Versuche war eine Girung zu konstatieren. 


Ergebnisse unserer Beobachtungen beziiglich des Einflusses der Radioaktivitit 
auf die anaerobe Atmung der Tierorgane. 
Versuche ohne Radioaktivitat. 
Ich fiihre im nachstehenden unsere mit Muskeln ausgefiihrten Versuche 


an. Die Daten sind auf 1000 g¢ Trockensubstanz umgerechnet. 


1. Versuch. 


Gewicht der Muskeln. . . . . . 478¢ 

Trockensubstanz . .... . . . 24,222 Proz. 
Co ee 
Versuchsdauer. ...... . . 72 Stunden 


In 2,5proz. sterilisierter Glucoselésung. 
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Gewicht der Muskeln . 
Trockensubstanz 
Temperatur 
Versuchsdauer 
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Kohlendioxyd, ausgeatmet innerhalb 72 Stunden 
Kohlendioxyd in der Lésung 
Kohlendioxyd im Muskel 


Kohlendioxyd, Gesamtmenge 


Milechsaéure in der Lésung . 
Milchséure im Muskel 


Milchséure, Gesamtmenge . 


2. Versuch. 

454 ¢ 

23,76 Proz. 
37 bis 38° C 
90 Stunden 


In 2,5proz. sterilisierter Glucoselésung. 


Kohlendioxyd, ausgeatmet innerhalb 90 Stunden 
Kohlendioxyd in der Lésung 
Kohlendioxyd im Muskel 


Kohlendioxyd, Gesamtmenge 


Milchséure in der Lésung . 


Milchséure im Muskel 


Milchséure, Gesamtmenge . 


Gewicht der Muskeln . 
Trockensubstanz 
Temperatur 
Versuchsdauer 


3. Versuch. 

525 g 

24,59 Proz. 
37 bis 38° C 
94 Stunden 


In 2,5proz. sterilisierter Glucoselésung. 


Kohlendioxyd, ausgeatmet innerhalb 94 Stunden 
Kohlendioxyd in der Lésung . 


Kohlendioxyd im Muskel 


Kohlendioxyd, Gesamtmenge 


Milchsaéure in der Lésung. 


Milchsaéure im Muskel 


Milchsaure, Gesamtmenge . 


Gewicht der Muskeln . 
Trockensubstanz 


Temperatur 


Versuchsdauer 


4. Versuch. 


566 g 

22,73 Proz. 
37 bis 38° C 
98 Stunden 


In 2,5proz. sterilisierter Glucoselésung. 





1,025 ¢ 
0,082 g 
0,171 ¢g 
1,278 g 
0,843 ¢ 
0,091 g 


0,934 g 


1,092 ¢ 
0,091 ¢ 
O117 ¢ 
1,300 g 
0,833 g 
O,ll4¢g 


0,947 g 


1il26¢ 
0,075 2 
0,203 ¢g 
1,404 ¢ 
0,952 g 
O.119 g 


1071 ¢ 
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Kohlendioxyd, ausgeatmet innerhalb 98 Stunden . 1,292 g 
Kohlendioxyd in der Lésung ........ . . 0,061lg 
Kohlendioxyd im Muskel. .......... . 0,158¢ 
Kohlendioxyd, Gesamtmenge .......... Ldllg 
Milchséure in der Lésung. .......... . O,997¢ 
Milchséure im Muskel ............ . 0,089¢ 
Milchséure, Gesamtmenge. .......... . 1O86¢ 


Wir sehen aus diesen Zahlen, dap die Milchsdure bei der anoxyhioti- 
schen Atmung der Muskelzelle als erstes Produkt des Kohlehydratumsatzes 
entsteht. Aus der Milchsdiure bildet sich Alkohol und Kohlendiox yd 
und weiter aus dem Alkohol Acetaldehyd und Essigsdiure unter Produk- 
tion von Kohlendioxyd. 


Versuche beziiglich der Einwirkung der Radioaktivitat. 


Von groBem Interesse ist der EinfluB der Radioaktivitat auf die 
Milchsaurebildung in der Muskelzelle. Wir haben Versuche mit Radium- 
emanation, Beta- und Gammastrahlen und Gammastrahlen allein vor- 
genommen. Ich fiihre im nachstehenden unsere Resultate, umgerechnet 
auf 1000 g Trockensubstanz, an. Die Versuchsdauer betrug 102 Stunden, 
die Temperatur 37 bis 38°C. 


A. Radiumemanation. 


Gesamt-Kohlendioxyd .... . . . 2,086¢ 
Gesamt-Milchsfure ........ . 0,274¢g 

B. Beta- und Gammastrahlen. ° 
Gesamt-Kohlendioxyd .... . . . 0,374¢ 
Gesamt-Milchsfure........ . 2,844¢ 


C. Gammastrahlen. 


Gesamt-Kohlendioxyd ..... . . 0,537¢ 


Gesamt-Milchsfure........ . 2,094¢ 


D. Kontrollversuch ohne Radioaktivitat. 


Gesamt-Kohlendioxyd ....... Ll6lg 
Gesamt-Milchséure . ....... . 0,884¢ 


Wir haben die Versuche bei derselben Temperatur und Versuchsdauer 
nochmals wiederholt und erhielten nachstehende Resultate. Die Zahlen 
sind auf 1000 g¢ Trockensubstanz umgerechnet: 


31* 
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A. Radiumemanation. 


Gesamt-Kohlendioxyd .... .. . 2,147¢ 
Gesamt-Milchsiure . ....... . O,3l6¢ 


B. Beta- und Gammastrahlen. 


Gesamt-Kohlendioxyd . .. . . . . 0,289¢ 


Gesamt-Milchsiure . ....... . 2,073¢ 


Cc’. Gammastrahlen. 


Gesamt-Kohlendioxyd ..... . . 0,394¢ 
Gesamt-Milchsfure........ . 2,004g 


D. Kontrollversuch ohne Radioaktivitdt. 


Gesamt-Kohlendioxyd ..... . . 1206g 
Gesamt-Milchséure. ....... . 0,914¢ 


Diese von uns erzielten Resultate sind sehr lehrreich, denn es wird 
bestitigt, dap bei den anoxybiotischen Prozessen Milchsdure entsteht, 
was wir bei unseren friiheren Versuchen bereits beobachtet haben. 


Wir fanden pro 1000 g Trockensubstanz des Muskels beim ersten 
Versuch 0,934 g, beim zweiten Versuch 0,947 g, beim dritten Versuch 
1,071 g und beim vierten Versuch 1,086 g Gesamt-Milchsaure. 

Vor dem Versuch wurde in dem zum Experiment verwendeten 
Muskel stets Milchsiure nachgewiesen, und zwar ungefahr 0,06 bis 
0,1 g pro 1000 g Trockensubstanz. 

Diese vor dem Versuch in dem Muskel festgestellte Quantitat 
.Milchsiure wurde dann von den nach dem ProzeB der anaeroben 
Atmung konstatierten Mengen Milchsiure abgezogen. 

Interessant sind die Versuche, die bei Einwirkung von Radio- 
aktivitat ausgefiihrt wurden. Unter dem EinfluB der Radiumemanation, 
die vorwiegend Alphastrahlen enthalt, wurde, trotzdem sich anaerobe 
Prozesse abspielten, sehr viel Kohlendioxyd gebildet. Das Kohlendioxyd 
entsteht durch enzymatische Spaltung der Milchsaiure in Alkohol und 
Kohlendioxyd und durch enzymatische Oxydation des Alkohols. 

Bei Einwirkung von Beta- und Gammastrahlen wiederum sinkt 
die Kohlendioxydmenge, aber der Gehalt an Milchsdure tritt energisch 
in den Vordergrund. Dasselbe konnten wir bei Einwirkung der Gamma- 


strahlen allein beobachten. 


Wir finden beim ersten Versuch unter Einwirkung der Radium- 
emanation eine Kohlendioxydproduktion von 2,086 g, beim zweiten 
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Versuch eine solche von 2.147 g. Die Milchsiurebildung betragt unter 
dem EinfluB der Radiumemanation im ersten Falle 0.274 g, im zweiten 
Falle 0,316 g. 

Bei den Versuchen mit Beta- und Gammastrahlen belief sich die 
Kohlendioxydbildung im ersten Falle auf 0,374 g, im zweiten Falle 
auf 0.289 g: die Milchsiuremengen betrugen im ersten Falle 2.544 g, 
im zweiten Falle 2,073 g. 

Die Gammastrahlen bewirkten im ersten Versuch eine Kohlen- 
dioxydbildung von 0,537 g, im zweiten Felle von 0,394 g, und eine 
Milchsiurebildung von 2,094 g im ersten und von 2,004 g im zweiten 
Falle. 

Die Kontrollversuche zeigten folgendes Bild: Kohlendioxyd- 
produktion im ersten Falle 1,161 g, im zweiten Falle 1,206 g, die Milch- 
siuremengen beliefen sich auf 0,884 g im ersten Falle und 0,914 g im 
zweiten Falle. 

Diese Daten zeigen wieder, dab, wie ich bereits in meiner Arbeit 
,.Uber den Chemismus des Zuckerabbaues in der lebenden Pflanzenzelle 
und den EinfluB der Radioaktivitat auf die anaerobe Atmung der 
Pflanzenorganismen** (Chemie der Zelle und Gewebe 1/2, H.5, 1926) 
betont habe, durch die Einwirkung der Alphastrahlen bzw. der Radium. 
emanation die Atmungsintensitat der chlorophyllhaltigey und chloro- 
phyllosen Zelle ungemein erhéht wird, namentlich bei Gegenwart von 
Sauerstoff. Wenn Sauerstoff vorhanden ist, so bewirkt die Radium- 
emanation eine Erhéhung der Kohlendioxydproduktion von 40 bis 
90 Proz. Unsere zahlreichen Versuche, die wir beziiglich des Einflusses 
der Radiumemanation auf den AtmungsprozeB vorgenommen haben. 
sprechen ganz deutlich dafiir, daB ein bestimmter Zusammenhang 
zwischen der Wirkung der Radiumemanation und der Sauerstoff- 
konzentration besteht. Je stirker die Radiumemanation ist, desto 
mehr Sauerstoff ist nétig, damit der DissimilationsprozeB normal vor 
sich geht. Kurz gesagt, die Radiumemanation bzw. die Wirkung der 
Alphastrahlen unterstiitzt dann die ganzen enzymatischen Prozesse. 
wenn Sauerstoff in geniigender Menge vorhanden ist. 

Die Dissimilationsprozesse gehen sehr energisch vor sich, wenn 
in der Atmosphire 26,2 bis 83 ME Ra Em = Ra Em entsprechend 
9536.10-"@ g Ra — 0,00000954 mg Ra bis 30212.10°"g Ra 

0,0000302 g Ra vorhanden sind. 


Durch die Beta- und Gammastrahlen, welche das Protoplasma der 
Zelle durchdringen, und durch die Betastrahlen des Kaliums, welches 
im Tierorganismus vorhanden ist, findet ein AnstoB auf die glucolytischen 
Enzyme statt. Es geht eine anoxydative Spaltung der Kohlehydrate 
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vor sich, und zwar entsteht durch Einwirkung der glucolytischen 
Enzyme zuerst Milchséure, und aus der Milchsaure bilden sich Alkohol, 
Acetaldehyd, Essigsiure und Kohlendioxyd. 


Bei diesem scheinbar anaeroben Lebensproze entreiben die 
Atmungsenzyme den im Karyoplasma enthaltenen Oxygenasen den 
angehauften Sauerstoff, wodurch die aeroben Oxydationsprozesse auch 
unter diesen scheinbar anoxydativen Bedingungen die Oberhand 
gewinnen. 

Es haben auch schon Unna'), Léb*) und Spitzer*) nachgewiesen, daB 
im Karyoplasma Sauerstoff angehaiuft ist. Unter Mitwirkung von para- 
magnetischem Eisen gehen langsame oxydative Phasen vor sich, bei welchen 
der Alkohol nur teilweise in Acetaldehyd, weiter in Essigsiure verwandelt 
wird. Bei Zutritt von Sauerstoff wird die Intensitat dieser Prozesse be- 
deutend gesteigert. 

Ich verweise hier auf die interessanten und lehrreichen Mitteilungen 
von Walter Thérner: ,,Uber den Sauerstoffstrom im tierischen Gewebe, 
Sauerstofforte und Reduktionsorte nach P. G. Unna‘‘*), in welchen er die 
Zellkerne als primire oder stabile Sauerstofforte bezeichnet. Da® an den 
Sauerstofforten tatsachlich gespeicherter freier Sauerstoff vorhanden ist, 
ergibt sich daraus, daB eine mehr oder weniger starke Bliuung dieser 
Stellen auch dann auftritt, wenn man die Rongalitweiimethode. unter 
AusschluB des Luftsauerstoffs vornimmt. 


Zum Studium der Einwirkung der Alphastrahlen haben wir Radium- 
emanation verwendet. 


Aus der Emanation entsteht das Radium A (Ra A), das weiter 
mit der Halbwertszeit von 3 Minuten unter Aussendung von Alpha- 
strahlen zerfallt und dabei in das Beta- und Gammastrahlen emittierende 
Radium B (Ra B) umgewandelt wird. Letzteres hat eine Halbwertszeit 
von 26,8 Minuten und ergibt bei seiner Umwandlung das Radium C 
(Ra C), das eine Halbwertszeit von 19,5 Minuten aufweist und Alpha-, 
Beta- und Gammastrahlen aussendet. 


In der Radiumemanation sind, wie erwahnt, hauptsachlich Alpha- 
strahlen, aber auch gewisse Mengen Beta- und Gammastrahlen ver- 
treten. Um nun nachzuweisen, daB die durch die Emanation bewirkten 
oxydativen Phasen von den Alphastrahlen, welche die Wirkung der 
Beta- und Gammastrahlen verdrangen, hervorgerufen werden, haben 
wir Versuche mit lonium vorgenommen. 


1) P.G. Unna, Biochemie der Haut, Hamburg 1913; Arch. f. mikroskop. 
Anatomie 78, 1911; 87, 1911; Medizin. Klin. 1912, Nr. 23; Berl. klin. 
Wochenschr. 1913, Nr. 13, 8S. 17. 

2) Léb, Dynamik des belebten Stoffes, 1910 (russisch). 

8) Spitzer, Pfliigers Arch. 1897, 8S. 67. 

4) Walter Thérner, Die Naturwissenschaften, H. 14, Jahrg. IX, 1921. 
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Das lonium emittiert nur Alphastrahlen der charakteristischen 
Reichweite 3,0 em, die nur wenig gréper ist als die Reichweite der Alpha- 
strahlen des Uraniums selbst. Boltwood fand, daB das loniumpriparat 
anfangs eine ausgeprigte Alphastrahlenaktivitat zeigte. Diese fiel 
jedoch mit der Zeit mit einer Periode von 22 Tagen ab, woraus hervor- 
ging, daB sie dem Ur X, das vom Mineral mit dem lonium abgeschieden 
wird, zukam. 


Wir haben selbst loniumpriparate aus den Sodaniederschligen, 
welche bei der Erzeugung des Radiums in Joachimsthal als Abfall- 
produkte aus dem Nasturan gewonnen werden und pro 100g 7 mg 
lonium enthalten, dargestellt und mit diesen sehr ioniumreichen 
Praparaten Versuche vorgenommen. Die Praparate enthielten, wie 
wir uns tiberzeugt haben, bloB sehr geringe Quantitaéten Thorium. 
Weiter erzeugten wir loniumtetrachlorid und fiihrten mit demselben 
Injektionen des Muskels aus. Wir verwendeten etwa 10 bis 60 mg 
lonium in Form von loniumtetrachlorid pro 420 bis 560 g Muskel. 


Diese Versuche, iiber welche ich ndchstens referieren werde, sind sehr 
interessant und bringen den Nachweis, dap die Alphastrahlen des Ioniums 
die oxydativen Phasen ungemein unterstiitzen und die Milchsdure voll. 
stindig zum Verschwinden bringen, also dieselbe Erscheinung, die 
wir bei*Einwirkung von Radiumemanation, die hauptsdchlich aus 
a-Strahlen besteht, konstatierten. Auch iiber die Verwendung der 
loniumprdparate zur Therapie der Carcinom- und Sarkomzellen werde 
ich in meiner nachsten Publikation ausfiihrlich berichten. Die Carcinom- 
und Sarkomzellen befinden sich in einem gewissen anoxybiotischen 
Zustande, und durch Einwirkung der Betastrahlen des im tierischen 
Organismus vorhandenen Kaliums wird die Milchsaurebildung intensiv 
unterstiitzt. Durch Anwendung von loniumpraparaten und Sauerstoff 
ist uns die Méglichkeit geboten, eine normale Atmung der Carcinom- 
und Sarkomzellen zu erreichen. 


Wenn wir die Atiologie sowie den Stoffwechsel der Carcinom- 
zelle, namentlich die Milchséurebildung beim Wachstum nach den 
Forschungen von Warburg!) und seinen Mitarbeitern naher betrachten, 
so erkennen wir, daB es nur anoxybiotische Prozesse sind, bei denen 
unter Mitwirkung der $-Strahlen des Kaliums Milchsaure in reich. 
lichem MaBe gebildet wird. Es ist ein noch ungeliéstes Problem, ob 
die Therapie der Carcinome mit £- und y-Strahlen zu einem tatsach- 
lichen Erfolge fiihren kann, da dieselben die Milchsiurebildung unter- 
stiitzen. Sicher ist, daB nicht nur beim menschlichen, sondern auch 
beim pflanzlichen Organismus eine Anhiufung von Kalium in den 


1) Otto Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 
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Tumorzellen stattfindet und zwar ist dies namentlich bei der Zucker- 
riibe und Kartoffel der Fall, die bekanntlich verhaltnismabig reich 
an Kalium sind 

Befindet sich der menschliche Organismus in pathologischem 
Zustande, so enthalt der Schweif stets Milchsiure. Ich habe mich 
durch zahlreiche Beobachtungen iiberzeugt, daB bei Kranken, die 
stark geschwitzt haben, in dem aus der Wische ausgeprebten Schweib 
stets neben gréBeren Mengen Milchsiure auch Essigsiure und Ameisen- 


siure nachweisbar waren. 


Uber den Chemismus der Anoxybiose der tierischen Organe werde 
ich demniachst eine ausfiihrliche Arbeit veréffentlichen. 














Uber Adsorption und Osmose von Alkalien 
in ein Gelatinegel mit und ohne Lecithinzusatz. 


Von 
Ichizo Suganuma (Tokio). 


(Aus dem Kolloid-Chemischen Laboratorium von Professor J. Traube, 
Technische Hochschule Berlin-Charlottenburg.) 


(Eingegangen am 3. Februar 1927.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


In dieser Zeitschrift wurden einige Arbeiten veréffentlicht, von 
T. Tomita’), S. Yumikura*) und J. Traube*) insbesondere iiber die 
Adsorption und Osmose oberflachenaktiver Sauren und Alkohole in 
Gelen mit und ohne Lipoidzusatz, welche zu dem Ergebnis fiihrten, 
daB die einfachen Beziehungen, welche Traube zwischen Oberfliichen- 
aktivitat und Permeabilitat an tierischen und pflanzlichen Zellen fest- 
gestellt hatte, auf die Adsorption und Osmose in Gelen nicht ohne weiteres 
iibertragen werden durften. Obwohl Traube an den Grundlagen der 
Oberflichenaktivitatstheorie festhalten konnte, schien der Schlub 
gerechtfertigt, dab die Lipoide doch vielfach eine gréBere Rolle spielen, 
als von Traube angenommen war. 

Fiir Alkalien und insbesondere Amine hatte Harvey*) mit Hilfe 
eines Indikators Neutralrot friiher gezeigt, dab die Amine um so 
leichter in Pflanzenzellen eindringen, je oberflachenaktiver sie sind 
ein Ergebnis, welches mit den iibrigen Feststellungen von Trauhe 
Overton usw. in bestem Einklang steht. 

Es muBte nun interessieren, nach den von Tomita und Yumikura 
angewandten Methoden auch die Adsorption und Osmose von Alkalien 


1) Tomita, diese Zeitschr. 153, 335, 1924. 

2) Yumikura, ebendaselbst 157, 371 und 377, 1925. 

3) Traube, ebendaselbst 158, 358, 1924; 157, 383, 1925. 

4) Harvey, Journ. Exp. Zool. 10, 507, 1911 und Carnegie Inst. of 
Washington Publ. No. 183. 
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und insbesondere von Aminen in ein Gelatinegel mit und ohne 
Lipoidzusatz zu untersuchen. 

Auf Vorschlag des Herrn Professor J. Traube unternahm ich diese 
Aufgabe. In bezug auf die angewandte Methode kann auf die Arbeiten 
von Tomita und Yumikura verwiesen werden. Je 50 ccm eines aus 
reinster Gelatine hergestellten Sols lieB ich in denselben Schalen gelieren, 
mit denen J'omita und Yumikura gearbeitet hatten. Das Lecithin wurde 
in feinster Verreibung mit dem Gelatinesol vermischt. 

Die Entnahme der Lésung nach bestimmten Zeiten, die Titration 
mit Neutralrot und die Berechnung der Molzahl erfolgte in der gleichen 
Weise wie bei Tomita und Yumikura. Die folgenden Tabellen sind 
daher ohne weiteres verstandlich. Zur Titration wurden stets 2,5 ccm 
der tiber dem Gel befindlichen Lésungen entnommen. 


Adsorption und Osmose der Alkalien in ein 5 proz. Gelatinegel ohne 
Lipoidzusatz. 


TabelleI. n/5 KOH. 





Zur 
lo Neutralisation 
Zeit der ioe | Seomemicke | nam Ga 
com n5 HCl 

(’ 30,0 250 0.0060 0.0 

3 28,6 1,60 00,0037 0,0023 
15’ 27.4 1.30 60,0029 0.0031 
30’ 26.4 1.00 0.0021 0.00389 

jh 25,2 0,75 0.0015 0.0045 

2h 23,4 0.70 0.0013 0.0047 
24h 10.1 0,60 0.0005 0.0055 


Tabelle II . n. 5 NaQu. 





Zur 
Neutralisation 
zeit exteme | Game | west | comes 
com n/5 HCl 

()’ | 30,0 2.50 0,0060 0,0 

3’ 28,3 1.90 0.0043 0.0017 
15’ 26,8 1,40 0,0030 0,0030 
30° 25.6 1,10 0.0023 0.0037 

jh 23,9 O85 0.0016 0.0044 

2h 22,0 0,75 0.0013 0.0047 


24h 9.9 0.58 0.0005 0.0055 











Adsorption und Osmose von Alkalien usw. 


Tabelle 111. 


n/5 NH. 





Zur 

Volumen Neutralisation 

~ der Lasung | forderliche 

com n/5 HCl 

is 30.0 250 
3’ 28.6 1.70 
15’ 27.6 1,25 
30’ 26,6 1.05 
jh 25.6 0.75 
2h 24.2 0.60 
24h 15.9 0,40 


Tabelle IV. 


Molzablen 
in der Lésung 


0.0060 
0.0039 
0,0028 
0.0022 
0.0015 
0.0012 
0.0005 


n 5 (C,H;),HN. 


Molzahlen 
in dem Gel 


oO 
0.0021 
0.0082 
0.00388 
0.0045 
0.0048 
en ID 





Molzahlen 


in der Lésung 


0,0060 
0.0037 
0.0033 
0.0027 
0.0019 
0.0011 
0.0002 


N. 


Molzahlen 
in dem Gel 


0.0 
64,0023 
0.0027 
0,0033 
0.0041 
0.0049 
0.0058 





Zur 
Volumen Neutralisation 
Zeit - 5 ertorderliche 
der Lésung esta cain 
com n/5 HCl 
’ 30.0 250 
3’ 27,5 1,70) 
15’ 25.5 1,60 
30’ 23.9 1,42 
th 21,5 1,08 
2h 18,9 0.75 
24h 65 0.45 
Tabelle V. n/5(CH,) 
Zur 
Volumen Neutralisation 
Zeit . ertorderliche 
der Lésung Anzahl ccm 
ecm n/5 HCl 
0’ 30,0 250 
3 28,2 1.85 
5’ 27,1 1,45 
30’ 26.4 1,10 
jh 25,4 0.85 
2h 24,1 0,60 
D4h 15,2 0.20 


Die Versuche fiihrten zu dem Ergeb- 
nis, dap die Adsorption der stark oberfldchen- 
aktiven Amine, Didthylamin und Trimethyl- 
amin, nicht gréBer, sondern eher noch etwas 


Molzahlen 
in der Lésung 


Molzahlen 
in dem Gel 


0,0060 0.0 

0.0042 O.00LS8 } 
0.0031 0,0029 

0.0023 0.0037 

0.0017 0.00438 

0,0012 0.0048 

0.0002 0.0058 

6 
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Adsorption und Osmose von n/5 Lésungen der Alkalien und Amine in ein 
5proz. Gelatinegel mit 2 Proz. Lecithinzusatz. 


Tabelle VJ. 

















n/5 KOH n5NH n/5 (C.H;)2HN 
Zur Zur Zur 
Zeit Volumen ten Volumen Neutralisation Volumen Neutralisation 
ertorderliche ertorderliche erforderliche 
der Losung Anzahl ccm der Losung Anzahl ccm der Losung Anzabl ccm 
ccm n/5 HCl ccm n5 HCl ccm n/5 HCl 
yy’ 30,0 2.50 30,0 2.50 30,0 2,50 
3’ 28,3 2.01 28,3 2,08 27.4 2,27 
15’ 26.5 1,50 26.5 1,77 25,4 2,00 
30’ 25,4 1,12 25,2 1,22 24,1 1,72 
jh 23.6 0.96 23.4 0.97 22.6 1.35 
2h 21.6 0.80 21.2 0,79 20,6 1,13 
I4h 10.1 O51 93 O58 95 0.53 
S 
>I & 
7 i 
3 | i | 
8, BAN 
aN BIN | 
—4 — £ “=—., 5% Gel+2%L ec. | 
Ss | NN 5G 4 2% Lee. 5 7/ “SX_”/_—_—_-——— 
iS x. S7} + ; 
= | es eee -_ 5% eB x 
as 5%Ga | = | | 
F | | FI | 
. > J 
§? 7 60 w a $4 0 @ w 7a 
Zeit in Mimcten Zeit in Minuten 
Abb. 2. n/5 KOH. Abb. 3. n/5(C.H,).HN 


Ein Vergleich der Tabelle VI mit den vorhergehenden Tabellen 
sowie die Abb. 2 und 3 zeigen, daf die Adsorption und Osmose von 
Kalihydrat, sowie auch Ammoniak und Didthylamin, also einer Ver- 
bindung von hoher Oberflichenaktivitat durch den Lecithinzusatz  ver- 


mindert wird 


Adsorption und Osmose von n 2 Lésungen von Diithylamin und Trimethyl- 
amin in ein 5proz. Gelatinegel mit und ohne Lecithinzusatz. 


Tabelle VII. n/2(C,H;),HN, n 2 (C,H,),N. 





Ohne Lecithinzusatz Mit 5 Proz. Lecithinzusatz 


s n/2 (C,Hs5)gHN n/2 (C2H5)3 N n/2(C2Hs5)2HN n 2(C2gH5),3N 
_ Volumen Anzahl Volumen § Anzahl Volumen Anzahl Volumen = Anzahl 
der ccm er ccm der com er com 
Lésung n/2 HCl Lésung n/2 HCl Lésung n/2 HCl Lésung n/2 HCl 
(’ 30,0 2.50 30,0 2.50 30.0 2.50 30,0 2.50 
3’ 27,9 2,27 27,8 2,07 28,3 2.04 27.9 2,23 
15’ 25,9 1,94 25.3 1,85 27,2 1,97 26.4 1,88 
30’ 24,6 1,63 23,7 1,47 26,2 1,71 25.0 1,46 
jh 22,5 1,35 21,8 1,12 25,0 1,40 23,6 1,17 
Qh 20,0 1,00 19.3 0,85 23,2 1,15 21,9 O87 
24h 71 0,58 8.8 0.30 13,1 0,63 10.9 0,32 

















Adsorption und Osmose von Alkalien usw. 


Tabelle VIL und Abb. 4 zeigen, dab 
fiir die konzentrierteren n/2 Lésungen der 
oberflachenaktiven Amine, Diithylamin und 
Trimethylamin, die entsprechenden Kurven 
fiir die Gele mit und ohne Lecithin nahezu 
zusammenfallen. Es wurde daher nur die 


eine Kurve gezeichnet. 
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Adsorption und Osmose von Dipropylaminlésungen in ein 5proz. Gelatinegel 
mit und ohne Lecithinzusatz. 


Tabelle VIIT. 1/15 (CyH;),HN. 





Obne Lecithinzusatz 


Mit 5 Proz. Lecithinzusatz 





Zeit Volumen Anzahl ccm Volumen Anzahl ccm 
der Lésung n I5SHCI der Lésung nI5SHCI 
0 30.0 250 30.0 250 
3 28,2 2.16 28,2 1,78 
15’ 26,1 1.80 PHD 1.50 
39 24,8 1.40 25.3 1,22 
[h 23,2 1.11 24,1 O93 
2h 21.0 0.77 22.6 O56 
24h 12,2 O11 14,6 0,06 
Tabelle IX. n/30(C,H,),HN. 
Ohne Lecithinzusatz Mit 5 Proz. Lecithinzusatz 
Zeit Volumen Anzahl ccm Volumen Anzahl ccm 
der Losung n/# HCI der Lésung n/ 30 HCI 
0 80.0 20 30.0 250 
S’ 28,2 1,94 28,0 1,78 
15’ 26,2 1,50 26,2 1.50 
30’ 24.8 1,31 25,1 1,22 
1h 23.4 0,94 24,0 0.93 
2h 21,8 0,63 22.6 0,56 
24h 14,0 0,12 15,7 0,06 
Das Dipropylamin unterscheidet sich vom, 

7 ‘ — ¥ . 33 — — 
Diathylamin wie auch Trimethylamin nicht & Ty 
nur durch seine gréBere Oberflichenaktivitat, § . 
sondern auch durch seine geringere Léslichkeit 5° = 
in Wasser und dementsprechend auch gréBere : a 5% 60 

: bs = S} t é £ 5 , [SS é 
Léslichkeit in Lipoiden. DemgemaB finden § PP 

: . e eS . ~ OGG. fe LET 
wir dann auch hier, namentlich fiir die kon t 4 

: os : : & @ w 720 
zentrierteren n/15 Lésungen, eine gréBere Ad- = Zot in Minute 


sorption und Osmose bei den lecithinhaltigen 
Gelen als bei den lecithinfreien Gelen. 











Abb. 5. 
n/15(C,H;),HN 





I. Suganuma: 


482 


Oberjlachenaktive Stoffe (wie Diathylamin, Trimethylamin) bevorzugen 
den Wasserweq, sofern sie in Wasser erheblich léslich sind, wahrend oberflachen- 
aktive Stoffe (wie Dipropylamin), welche in Wasser schwer léslich sind, den 
Lipoidweg bevorzugen. Fiir die Geschwindigkeit der Adsorption und Osmose 
in ein lecithinfreies Gelatinegel ist die Oberfldchenaktivitat kein entscheidender 
Faktor. 


Tabelle X. 3 Proz. C,H,;NH, (gesattigte Lésung). 





Ohne Lecithinzusatz Mit 5 Proz. Lecithinzusatz 


Zeit Volumen Troptenzahl Volumen Tropfenzahl 
der Lésung bei 18° der Lésung bei 18° 
0’ 30,0 37.0 30,0 37,0 
8’ 29,3 37,0 29,0 35,3 
15’ 28,8 35,0 28,4 34,2 
30’ 28,4 34,1 27,9 33,0 
jh 27,8 33,0 27,2 31,9 
2h 27,2 31,5 26,6 30,7 
24h 23,6 30,0 22,5 29,5 


Fiir das in Wasser ja auch schwer lésliche Anilin ergab sich dasselbe 
wie fiir Dipropylamin. Titrationen waren hier schlecht ausfiihrbar. 
Konzentrationsbestimmungen wurden daher mit Hilfe des Stalagmo- 
meters ausgefiihrt. Wie die Arbeit von T'omita, l.c., zeigt, ent- 
ziehen die Lésungen den Gelen oberflichenaktive Stoffe, und zwar 
den lecithinhaltigen Gelen ein Mehr solcher Stoffe, als den lecithin- 

















freien Gelen. Daraus folgt, daB das Anilin 


DS 
eal ; | | den Lecithinweg gegeniiber dem Wasserweg 
5 SA | | bevorzugt. 
: > ae Um zu priifen, mit welcher Geschwin- 
fe | | ¥ digkeit ein oberflichenaktives Amin von 
1S | reinem Lecithin aufgenommen wird, wurde 
bo a a # eine diinne Lecithinschicht aus 1 g Lecithin 
at in ates hergestellt, welche gleichmaiBig den Boden 
Abb. 6. n/11,4 (CH,)3N. eines zylindrischen Schilchens von 6,7 cm 


Durchmesser bedeckte, und darauf goB man 15 cem einer n/11,4 Tri- 
methylaminlésung. Tabelle XI und Abb. 6 enthalten die Ergebnisse. 


Tabelle XI. n/11,4 (CH,),N. 





Foi Volumen Anzahl ccm Volumen Anzahl ccm 
am der Lésung n/l1.4HCl om der Lésung | n/11,4HCI 
y 15,0 2.50 jh 13.9 1,77 
3 14,4 2.50 2 13.6 1,31 
15 14,3 2.39 24 12,6 0.39 
30 14,2 2,05 


Auch hier fallt die Langsamkeit auf, mit welcher die Adsorption 
stattfindet. 
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Um die Oberflachenspannungen der untersuchten Lésungen ver- 
gleichen zu kénnen, wurden in der folgenden Tabelle X11 die bei 18° 


gemessenen stalagmometrischen Tropfenzahlen nebeneinendergestellt 


Tabelle X11. 





H,0 ee ' . . 54,0 n2(CygH,yHN . , 80,0 
nOKOH... pace ecco n 2 (CyH,),N 113.5 
w/5 NaOH ‘ ; ... 8 n15(CyHy)gHN 90.5 
MP ME ak o% % : n 30 (CyH;)gHN ; 74.0 
n/d(CHs)sN  . . mele n60(CyH, HN 64.0 
n/5(CgHygHN .. . . 69,0 





Endlich wurde die Diffusionsgeschwindigkeit einiger Lésungen im 
$proz. Gelatinegel mit und ohne Lecithinzusatz ermittelt, indem in 
Reagenzglisern gleiche Mengen der betreffenden Liésungen die mit 
geringen Mengen Neutralrot versetzten Gele iiberschichteten. 





Tabelle XIII. n/5 NH, n/12 (CH,),N, n/30 (C,H,),HN. 


Ohne Lecithinzusatz Mit 2 Proz Lecithinzusatz 


Zeit Geschwindigkeit in cm Geschwindigkeit in cm 


niSNH; a/l12(CH )3N 1/30(CgH7)2HN n/5NH, = n0/16(CH,),N_ /30(C,3H;)2.HN 


0” 0,00 « 0,00 0,00 0.00 0,00 0,00 
10 0,30 0,20 0,20 0,20 O15 0.10 
30 0.55 0.35 0.25 O35 0.35 O15 

jh 0.80 051 O30 O55 0.50 0,30 

2 1,10 0,72 0,40 0.80 0,65 0.40 

3 1,30 O85 0,50 — —_ aaa 
22 3,20 2,45 1,30 2,90 2,10 1,30 
24 3,38 2,60 1,40 
46 4.30 3.50 1.90 4.10 3.00 1.90 


Es ist bemerkenswert, daB die Diffusionsfahigkeit derjenigen 
Amine, wie NH, und N(CH,)s, in einem lecithinhaltigen Gel ge- 
ringer ist als in einem lecithinfreien Gel, 


| 





welche von einem lecithinfreien Gel besser 
aufgenommen werden als von einem lec’ 
thinhaltigen Gel (siehe weiter oben), 
waihrend die gréBere Diffusionsfaihigkeit des 
Dipropylamins in dem lecithinhaltigen Gel 
zusammenfallt mit der besseren Adsorption 
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und Osmose dieses Amins in dem _ be. ° avi 
treffenden Gel. Abb. 7 
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Schlieblich wurde auch eine Reihe von Quellungsversuchen mit 
den betreffenden Lésungen und Gelen ausgefiihrt, indem die Wasser- 
aufnahme von seiten der Gele mit der Zeit untersucht wurde. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sollen an anderer Stelle ver- 
6ffentlicht werden. 

Zusammenfassung. 


Durch Uberschichtung von Gelatinegelen ohne und mit Lecithin- 
zusatz mit wisserigen Lésungen von Alkalien und insbesondere von 
Aminen wurde festgestellt, daB selbst Amine von groBer Oberflichen- 
aktivitat (Diathylamin, Trimethylamin) den Wasserweg bevorzugen, 
wenn sie in Wasser leicht léslich sind, wahrend oberflachenaktive 
Amine von geringerer Wasserléslichkeit (Dipropylamin, Anilin) den 
Lecithinweg bevorzugen. Diesem Verhalten entspricht auch die 
Diffusionsgeschwindigkeit der betreffenden Amine im lecithinfreien 
und lecithinhaltigen Gelatinegel. 

Einfache Beziehungen zwischen Oberflachenaktivitat und Ad- 
sorption wie Osmose sind bei den Aufnahmen der Amine in einem 
lipoidfreien Gelatinegel, entsprechend den friiheren Mitteilungen von 
Traube und seinen Mitarbeitern nicht vorhanden. 

Bemerkenswert ist die langsame Adsorption selbst oberflachen- 
aktiver Amine in den Gelen. 


Anmerkung von J. Traube. R. E. Liesegang hat in der Zsigmondy- 
Festschr. 1925, 8S. 82, vgl. auch Liesegang, Kolloidchem. 6, 140, 1926, gegen- 
iiber den Schliissen, welche ich aus den Arbeiten von Tomita und Yumikura 
zog, darauf hingewiesen, daB das Lecithin im Gelatinegel nur in Form von 
Trépfchen enthalten sei, und wenn ein rascheres Eindringen von Caprylséure 
bei Gegenwart von Lecithin beobachtet wurde, so kénne dies auf Speiche- 
rungswirkung beruhen, wodurch das Konzentrationsgefalle gesteigert wird. 
Ich bin hierin ganz der Auffassung von Liesegang, aber ich verstehe nicht, 
weshalb meine Schliisse falsch sein sollen. Die Versuche von Tomita, 
Yumikura und Suganuma scheinen mir deshalb so beachtenswert, weil sie 
zeigen, daB die in bezug auf die Permeabilitat in Zellen beobachteten Be- 
ziehungen zwischen Oberflachenaktivitat und Permeabilitat bei den Ad- 
sorptionsvorgaingen in Gelen erst dann sich geltend machen, wenn die 
wisserigen Gele aus Gelatine und EiweiB Lipoide wie Lecithin enthalten. 
Ob hier eine Lecithinemulsion vorliegt oder eine Lésung, erscheint mir 


nebensachlich. 











Synthese der a-Keto-d-gluconsaure. 


Von 
Carl Neuberg und Torao Kitasato. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in’ Berlin-Dahlem.) 


Der einfachste aliphatische Ketonaldehyd, das Methylglyoxal, 
labt sich mit Bromwasser zu Brenztraubensaure in praktisch quanti- 
tativer Ausbeute oxydieren, wie vor zwei Jahren C. Neuberg und G@.Gorr') 
dargetan haben. Damit war auf rein chemischem Wege zum ersten 
Male eine Beziehung zwischen dem wichtigen Methylglyoxal und der 
nicht minder bedeutungsvollen Brenztraubensaure hergestellt. Die 
hierbei ausgesprochene Erwartung, daB auch die Osone sich auf analogem 
Wege in die zugehdrigen a-Ketosduren der Zuckerreihe iiberfiihren lassen 
wiirden, hat sich erfiillt. 

20 g d-Glucoson in | Liter Wasser werden mit 20 g Brom in einer 
Glasstépselflasche versetzt. Beim Umschiitteln lést sich das Halogen 
schnell auf und wird beim Stehen im Licht in 3 bis 4 Tagen weitgehend 
verbraucht. Aus der gelb gefirbten Fliissigkeit wird alsdann durch 
einen Luftstrom iiberschiissiges Brom ausgetrieben und der gebildete 
Bromwasserstoff durch Neutralisation des farblos gewordenen Reaktions- 
produktes mit alkalifreiem Bleicarbonat zum gréBten Teil entfernt 
Die vom Bromblei und kohlensaurem Blei abfiltrierte Fliissigkeit wird 
mit Schwefelwasserstoff vom Metall und durch Einblasen von Kohlen 
dioxyd von H,S8 befreit. Durch Schiitteln mit Calciumearbonat und 
kurzes Aufkochen neutralisiert man darauf die stark saure Fliissigkeit 
Sie wird nach Filtration im Vakuum auf 50 bis 100 ccm eingeengt. 
wobei zweckmaBbig etwas Calciumcarbonat als Bodenkérper zugefiigt 
wird. Die jetzt schwach gelblich gefarbte Fliissigkeit wird in 500 bis 
800 ccm absoluten Alkohols unter starkem Riihren eingetropft. Dabei 
scheidet sich das Calciumsalz der a-Keto-d-gluconsiure in Flocken ab 


1) ©. Neuberq und G. Gorr, diese Zeitschr. 166, 442, 1925. 
Biochemische Zeitschrift Band 183 3° 
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die nach einigem Stehen sich zusammenballen und abfiltriert werden. 
Durch Wiederauflésen in Wasser und Fallung mit Alkohol entfernt 
man anhaftende kleine Mengen von Calciumbromid. Mit zunehmender 
Reinigung fallt das Caleium-2-keto-gluconat schwieriger aus und wird 
wegen seiner feinflockigen Beschaffenheit am besten durch Abschleudern 
in festem Zustande abgeschieden sowie auf der Zentrifuge mit Alkohol 
gewaschen. Das so gewonnene Calciumsalz enthalt Halogen héchstens 
in Spuren. Es bildet ein weiBes, in Wasser spielend leicht lisliches 
Pulver. Ausbeute 18 g. 

Lést man das Calciumsalz in Wasser, gibt einen kleinen UberschuB 
von Oxalsaure hinzu, filtriert und schiittelt mit reinem Bariumcarbonat, 
so entsteht eine Lésung des Bariumsalzes, das man nach dem 
Einengen in vacuo mit Alkohol oder noch besser mit Aceton ausfallen 
kann. 

Das Bariumsalz der a-Keto-gluconsdure bildet ebenfalls ein weiBes, 
in Wasser leicht lésliches Pulver. Nach dem Trocknen im Vakuum 
bei 67° hat das Salz schon den richtigen Bariumgehalt. 

(C,H,O,),Ba. Ber.: 26,24 Proz. Ba.' Gef.: 26,11 und 26,34 Proz, Ba. 


Da weder das Calciumsalz noch Bariumsalz kristallisierte, so haben 
wir das Calciumsalz in das schén und leicht kristallisierende Brucinsalz 
iibergefiihrt. Zu diesem Zwecke wurde aus dem Calciumsalz das Erd- 
alkali mit der berechneten Menge Oxalsaure ausgefallt, die Fliissigkeit 
mit einem kleinen UberschuB von Brucin versetzt und 15 Minuten lang 
erwirmt. Nach dem Erkalten wurde filtriert, in Lésung befindliches 
freies Alkaloid mit Chloroform ausgeschiittelt und die wasserige Fliissig- 
keit im Vakuum konzentriert. Schon beim Einengen kristallisierte 
das Brucinsalz, und schlieBlich erstarrte die ganze Fliissigkeit zu einem 
Brei kleiner Nadeln. Dieselben wurden aus 85proz. Alkohol unter 
Zusatz von etwas Knochenkohle fiinfmal umkristallisiert. Das nun- 
mehr farblose Brucinsalz hatte den Schmelzpunkt von 171° (unter 
Zersetzung). Die spezifische Drehung des 8 Tage im Hochvakuum 


iiber P,O; getrockneten Salzes war in Wasser [a], = — 50,8 
(a = — 1,49; 1=2; ¢ 1.467: ¢ = 20°). 

In 50proz. Alkohol war [a], = — 42,7° (a — 1,24; 1 = 2, 
c = 1.453; & = 22). 

0,1907 g Substanz: 7,9cem N (21,5°, 751 mm). 

0,1633 g - 0,3517 g CO, und 0,0855 g H,0O. 


Cy3H..O,N, .CgHyO-;. Ber.: C 59,15; H 6,15; N 4,7 
Gef.: C 58,74; H 5,83; N &76 ws 


Aus dem Brucinsalz laBt sich durch Behandeln mit kalter halb 
gesattigter Barytlésung das Bariwmsalz regenerieren und ganz rein 
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gewinnen. Zu diesem Zwecke wurden 3g Bricinsalz in 150 cem 
Wasser mit einem kleinen Uberschu8 von Barytwasser unter Eis- 
kihlung versetzt. Zur Vermeidung der Ausfillung eines basischen 
Bariumsalzes (siehe unten) leitet man sofort Kohlendioxyd ein und 
filtriert die damit gesattigte Lésung, wodurch Bariumcarbonat 
und <cuskristallisiertes Brucin entfernt werden Der Fliissigkeit 
entzieht man den in Lésung gebliebenen Anteil des Alkaloids mittels 
Chloroform. 


Die wasserige Lésung des Bariumsalzes wird im Vakuum auf 
lO cem eingeengt und mit Aceton gefallt. Das jetzt in groben Flocken 
ausge:chiedene Bariumsalz laBt sich leicht abfiltrieren. Es wird einmal 
umgefallt und hat nach dem Trocknen im Hochvakuum bei 67° die 
richtige Zusemmensetzung (CgH,O,), Ba 


0,1561 g¢ Substanz: 0,0681 ¢ BaSQ,. 


0.1566 g _ 0.1600 g CO, und 0,0517 g H,O. 
(C,H,O,),Ba. Ber.: Ba 26,24: C 27,50; H 3.46 Proz. 
Gef.: Ba 25,67: C 27,86; H 3,69 


Die wisserige Lésung des Salzes reduziert intensiv alkalische 
Kupfermischung, und zwar auch langsam schon in der Kalte. Mit 
Barytwesser!), Strontiumhydroxyd und Bleiessig enstehen, namentlich 
in der Warme, schwerlésliche Verbindungen. Die Verbindung liefert 
eine nicht itibermaBig starke Orcinreaktion. Die spezifische Drehung 
der freien Saéure ergibt sich in einer mit der aquivalenten Menge Salz- 
siure versetzten Lésung des regenerierten Bariumsalzes (0.2322 g 

0.89cem nH) aufgefiilst mit H,O auf 10.0cem) zu 75,5° 


(a = — 2,60°; 1 a 4 23°). 


Die Saure bildet, wie erwahnt, ein auBerst leicht lésliches nor- 
males Salz mit Calcium und mit den iibrigen Erdalkalien. Hierdurch 
wie durch die abweichende spezifische Drehung erweist sich unsere 
Saure als sicherlich verschieden von der am langsten bekannten 
Ketogluconsaure von Boutroux, der nach den Untersuchungen von 
G. Bertrand*) sowie H. Kiliani*) wahrscheinlich die Formel det 
5-Keto-gluconsiure zukommt. Trotz kleiner Differenzen in den 
physikalischen Konstanten halten wir unsere Substanz fiir identisch mit 
der Verbindung, die auf einem Umwege (aus Fructose iiber ihr 
B-Diacetonid, dessen Oxydation und Abspaltung von Aceton) Qhle*) 


') O. Schmiedeberg und H. H. Meyer, H. 8, 422, 1879 
*) G. Bertrand, Ann. chim. et phys. [8] 3, 284, 1904. 
3) H. Kiliani, Ber. 55, 2820, 1922. 

4) H. Ohle, ehendaselbst 58, 2577, 1925 
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dargestellt hat. Unsere Saure. die weit von der gleichtalls als 
a-Keto-gluconsaure ausgesprochenen Saure von Hénig und Tempus!) 
abweicht, ist jedenfalls eindeutig als 2-Keto-d-gluconsdure charak- 
terisiert. 

Die noch weitergehende Untersuchung der Substanz nebst der 
Ausdehnung des neuen Verfahrens auf die analoge Gewinnung anderer 
a-Ketoséuren der Zuckerreihe méchten wir uns vorbehalten. Hieriiber 
wie tiber eine einfache Art der Darstellung von Osonen soll gleichfalls 
spater berichtet werden. 


‘ 


S87, 1924. 


') M. Honig und F. Tempus, Ber. 57, 2 
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